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Principales abréviations
Ach: acetylcholine
AGE: advanced glycation end-products
CE: cellule endothéliale
CMLV : cellule musculaire lisse vasculaire
EBP: Elastin binding protein
LOX: lysyl oxydase
LOXL: lysyl oxydase-like
MEC: matrice extracellulaire
MMP: métalloprotéinase matricielle
PAD: pression artérielle diastolique
PAS: pression artérielle systolique
PE: phényléphrine
ROS: reactive oxygen species
SASV: sténose aortique supravalvulaire
SRAA : système rénine-angiotensine-aldostérone
SWB : syndrome de Williams-Beuren
TE: Tropoélastine
TGFβ:  Transforming growth factor β
VG :   ventricule gauche
VOP : Vitesse de l’onde de pouls
5
Introduction
Selon l’Organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies cardiovasculaires sont
la première cause de mortalité dans le monde, soit 30 % de la mortalité mondiale totale
(Global atlas on cardiovascular disease prevention and control. Geneva: WHO; 2011). En
France, la mortalité cardiovasculaire, deuxième cause de décès après le cancer, représente
environ 147000 décès par an (Aouba et al. 2004). Les principaux facteurs de risques des
maladies cardiovasculaires sont les mauvaises habitudes alimentaires, le manque d’activité
physique, le tabagisme et l'usage excessif de l’alcool (Régime alimentaire, nutrition et
prévention des maladies chronique, OMS, 2003). À côté de ces facteurs de risque
extrinsèques, le vieillissement physiologique constitue un facteur de risque intrinsèque majeur
dans l’altération des fonctionnements cardiaque et vasculaire. Avec l’âge, les grosses artères
élastiques, riches en élastine, deviennent de plus en plus rigides et moins capables d’assurer
leur rôle d’amortissement des pulsations sanguines et cela pourrait avoir des répercussions
graves sur la totalité des organes, mais surtout sur le cœur, le cerveau et les reins (O'Rourke,
2007a).
La structure de l'arbre artériel chez l'Homme se compose de trois types de vaisseaux. Du côté
le plus proximal vers le côté le plus distal se trouvent successivement les grandes artères
élastiques (aorte, carotide et pulmonaire), les artères musculaires et les artérioles. Le rôle du
système artériel est d’assurer un débit sanguin continu vers les organes et les tissus de
l’organisme (Safar, 2002). Afin de garantir ce rôle, l’arbre artériel joue deux fonctions
étroitement liées : i) une fonction de conduit assurée par la totalité de l’arbre artériel
responsable de la distribution du sang des ventricules vers les capillaires ; et ii) une fonction
d’amortissement assurée par les artères élastiques pour transformer les pulsations sanguines
générées par les contractions cardiaques en débit continu (London et Panier, 2010 ;
Hashimoto et Ito, 2009). Le rôle d'amortissement hydraulique essentiel des artères de gros
calibre est lié à leur composition riche en fibres élastiques qui confèrent aux parois de ces
artères la capacité de reprendre leurs formes d’origine après avoir été déformées. En effet, au
cours de la systole, les parois élastiques des gros troncs artériels se distendent sous l’effet de
l’éjection par le cœur d’un volume sanguin sous haute pression (volume d’éjection
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systolique), emmagasinent alors de l’énergie qui est restituée en diastole lors du retour passif
à leurs dimensions d’origine. Le volume de sang présent dans la lumière est alors compressé
par les artères élastiques et poussé en aval pendant la diastole, ce qui permet une continuité du
flux même lorsque le cœur ne propulse plus le sang. Ce phénomène de lissage connu sous le
nom d’effet «Windkessel» permet donc de maintenir une pression et un débit sanguin
relativement élevés pendant la diastole, transformant progressivement le débit sanguin
pulsatile éjecté en systole en un flux continu dans les artères périphériques à destination des
organes irrigués (figure 1) (Lamia et Chemla, 2006 ; Safar et Boudier, 2005 ; Safar, 2002 ;
Faury, 2001 ; Tedgui et Lévy, 1997). La capacité des artères élastiques à accueillir le volume
éjecté par les ventricules est décrit en matière de «Compliance» (changement du volume
absolu par unité de pression) ou «Distensibilité» (changement relatif de volume par unité de
pression lors d'un petit incrément de pression intraluminale) (London et Panier, 2010). L’effet
Windkessel caractérise l’hémodynamique du système cardiovasculaire à haute pression et fait
appel aux propriétés viscoélastiques de la paroi artérielle, lesquelles sont très liées à l’âge
(Saouti et al., 2012 ; Safar, 2002). Ainsi, l’effet de Windkessel reflète la santé artérielle et sa
déficience constitue un facteur de risque majeur des maladies cardiovasculaires (Nagai et al.,
2001).
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Figure 1 : Représentation schématique du rôle de la compliance artérielle dans le
maintien d’un flux sanguin continu à travers l’arbre artériel a) une partie importante du
volume d’éjection systolique est stocké dans les artères élastiques provoquant l’étirement de
la paroi artérielle b) le retour élastique des artères en diastole propulse un flux sanguin de
moins en moins variable sang en s’éloignant du cœur, flux qui devient continu dans les
capillaires (London et Panier, 2010) c) chez un sujet adulte et sain, les pulsations de la
pression sont absorbées par les grosses artères et ont donc disparu au niveau de la
microcirculation (Cottart et al., 2009).
Dans le système artériel, le fonctionnement rythmique de la pompe cardiaque est aussi à
l’origine des ondes de pouls (Cottart et al., 2009). Les ondes de pression générées par le cœur
se propagent dans les parois artérielles à une vitesse donnée, la vitesse de l’onde du pouls
(VOP) qui est inversement proportionnelle à la compliance et l'élasticité des artères
(Viachaslau et al., 2011 ; Steppan et al., 2011). Au niveau de la jonction avec les petites
artères musculaires où la résistance à l’écoulement change brusquement, une partie des ondes
incidentes ne peut plus progresser correctement dans la même direction, ce qui génère des
ondes de pression réfléchies en direction du cœur (Safar, 2010 ; O'Rourke, 2007a,b). Au site
de réflexion, les ondes réfléchies ont des amplitudes élevées qui entrent en phase -se
cumulent- avec les ondes incidentes, ce qui explique les valeurs plus élevées de la pression
artérielle au niveau des grosses artères (Raij et al., 2011). Chez les adultes, parce que la VOP
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est faible dans l’aorte thoracique, les ondes de réflexion sont observées physiologiquement en
protodiastole (début de la diastole) (figure 2). Ainsi, les ondes de réflexion participent au
maintien de la pression artérielle diastolique (PAD) et augmentent la perfusion coronaire
(Safar, 2010; O'Rourke, 2007a, b ; Lamia, 2005). La propagation des ondes incidentes et
réfléchies varie considérablement selon l’âge (London et Panier, 2010). Chez les personnes
âgées, la VOP augmente et par la suite un retour plus précoce des ondes de pression
réfléchies, qui se superposent à l'onde de pression incidente et contribuent ainsi à
l'augmentation de la pression pulsée et de la pression systolique (Safar, 2010).
Figure 2 : L’onde de pression mesurée correspond à la sommation de l’onde réfléchie et
l’onde incidente. Chez les adultes sains, la vitesse de l’onde de pouls (VOP) est lente ; l’onde
de réflexion se déplace à une vitesse plus faible et se superpose avec l’onde incidente en
protodiastole (Greenwald, 2007).
L'élasticité et le bon fonctionnement artériels sont directement liés à un élément-clé de la
paroi artérielle, les fibres élastiques. Ces fibres confèrent aux tissus extensibles comme les
vaisseaux, les poumons et la peau, leurs propriétés élastiques. Avec l’âge, les fibres élastiques
perdent leurs capacités élastiques et deviennent de plus en plus rigides, ce qui induit un
dysfonctionnement de l’arbre artériel.
L’élastine, composant majeur des fibres élastiques, n’étant synthétisée que jusqu’à la puberté,
le but de cette thèse a été d’étudier les effets pharmacologiques des inducteurs d’élastogenèse
sur les vaisseaux des souris âgées et adultes traitées in vivo (l’effet était déjà prouvé in vitro).
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I- La paroi artérielle
I-1 Structure des artères
Les grandes artères élastiques possèdent trois couches ou tuniques concentriques, de
l’intérieur vers l’extérieur du vaisseau : l’intima, la média et l’adventice (figure 3).
1- L’intima est formée successivement d’une monocouche de cellules endothéliales, d’une
fine couche de tissu conjonctif appelée lame basale, de la couche sous-endothéliale et de la
limitante élastique interne. Cette dernière est une/lame élastique qui sépare l’intima de la
tunique sous-jacente, la média (Pezet et al., 2008).
2- La média se compose d'une succession d'unités lamellaires concentriques et est considérée
comme l’unité structurale et fonctionnelle de la paroi vasculaire. Cette architecture
multilamellaire n’existe que dans les artères élastiques. Chaque unité lamellaire est constituée
d'une couche de cellules musculaires lisses vasculaire et d’une lame élastique adjacente. Les
lames élastiques sont constituées des fibres élastiques –microfibrilles (10%) et élastine (90%)-
qui procurent aux tissus extensibles (essentiellement la peau, les poumons et les artères) leur
propriété d'élasticité. Des fibres de collagène et des microfibrilles dispersées entre les cellules
musculaires lisses sont aussi présentes (Pezet et al., 2008 ; Uitto, 1979).
3- L’adventice est séparée de la média par la limitante élastique externe (la lame élastique de
la paroi la plus externe). Elle se compose d'une matrice extracellulaire (MEC) riche en
collagènes produite par une population hétérogène de fibroblastes. Elle contient aussi
quelques fibres élastiques épaisses. L’adventice des grosses artères contient un système
capillaire, dit « vasa vasorum », qui apporte les nutriments et l’oxygène aux cellules les plus
éloignées de la lumière vasculaire (Bonnet, 2010 ; Michel et al., 2007 ; Tedgui et Lévy, 1997).
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Figure 3 : Structure de la paroi artérielle. LEE : limitante élastique externe, LEI : limitante
élastique externe (Kahle et al., 1990).
I-2 Composition de la paroi artérielle
I-2-1 Les cellules
La paroi vasculaire contient trois types principaux de cellules : les cellules endothéliales (CE),
les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les fibroblastes.
I-2-1-1 Les cellules endothéliales
Les CE, constitutives de l’endothélium, forment une monocouche cellulaire semi-perméable
qui tapisse la totalité du système circulatoire (environ 1×1013 cellules) et qui assure l’échange
moléculaire entre le sang et les tissus. Elles constituent presque 1,5% de la masse totale du
corps (environ 1 kg) et sont orientées/polarisées dans la direction du débit sanguin (Sumpio et
al., 2002 ; Girard et Springer, 1995). In vivo les CE adhèrent à la surface du vaisseau par
l'intermédiaire de récepteurs d’adhésion, les intégrines. Celles-ci assurent aussi une partie de
la signalisation entre les CE et la MEC (Carleson et al., 2008 ; Fitridge et Thompson, 2007).
Pendant longtemps, l'endothélium vasculaire a été considéré comme étant simplement une
barrière entre le sang et les tissus. Depuis, de nombreuses études ont montré qu’un
endothélium sain est capable de répondre à des stimuli mécaniques (force de cisaillement) et
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chimiques (hormones, prostaglandines,…) qui régulent le tonus vasculaire (endothéline,
monoxyde d’azote, prostacycline), la réaction inflammatoire aigüe (IL-1, IL-6, IL-8),
l’adhésion cellulaire, l’agrégation plaquettaire (thrombomoduline, NO), la production de
certains facteurs de croissance comme le FGF (fibroblast growth factor), PDGF (platelet
derived growth factor) et CSF (colony stimulating factor) et la prolifération des CMLV
(Rennier et Ji, 2013 ; Triggle et al., 2012 ; Deanfield et al., 2007 ; Vanhoutte et Rimele,
1982).
L’endothélium module la vasomotricité et le débit de perfusion en synthétisant et en libérant
des facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs qui diffusent vers les CMLV sous-jacentes
(figure 4). Dans les conditions physiologiques, c’est l’équilibre entre les substances
endothéliales vasodilatatrices et vasoconstrictrices qui maintient l’état contractile basal des
CMLV (Triggle et al., 2012).
Figure 4 : Schéma représentant l’équilibre des facteurs vasoactifs endothéliaux observé en
condition normale. (NO) monoxyde d’azote, (PGI2) prostacycline, (EDHF) Endothelium-Derived
Hyperpolarizing Factor, (EDRF) Endothelium-derived relaxing factor, (EDCF) (endothelium-
dependent contracting factor (Triggle et al., 2012).
I-2-1-2 Les cellules musculaires lisses vasculaires
Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sont embryologiquement issues du
mésoderme. Elles sont généralement fusiformes et uninuclées (contrairement aux cellules
musculaires squelettiques qui sont plurinucléées) et ont un diamètre de 2 à 5 µm pour une
longueur qui varie de 20-60 µm. Elles sont arrangées de façon concentrique sous forme des
feuillets séparées par des lames élastiques et des fibres de collagènes (Matsumoto et
Nagayama, 2012). Les CMLV sont aussi caractérisées par une diversité phénotypique. En
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effet, le phénotype des CMLV varie de « synthétique et prolifératif » (et éventuellement
migratoire), durant le développement embryonnaire ou au cours des processus des réparations
vasculaires, vers un phénotype plus quiescent et « contractile » dans les vaisseaux matures et
sains. La fonction du phénotype « synthétique / prolifératif » est exclusivement liée à la
synthèse des protéines de la matrice extracellulaire et à la prolifération cellulaire conduisant à
la morphogenèse ou au remodelage tissulaire. L’état « contractile » est caractérisé par la
présence des myofilaments contractiles (actine et myosine) dans les CMLV, procurant aux
vaisseaux sanguins leur motricité, avec une capacité réduite de synthétiser les protéines et un
taux de prolifération faible (Matsumoto et Nagayama, 2012 ; Gomez et Owens, 2012 ; Van
Eys et al., 2007 ; Rudijanto, 2007).
Les CMLV sont les principaux éléments contractiles des parois des vaisseaux sanguins. Cet
effet contractile est lié directement à l’augmentation de la concentration intracellulaire du
calcium ([Ca2+]i) de ces cellules. Celle-ci peut être initiée suite à une stimulation électrique
(potentiel membranaire) ou chimique (angiotensine II, noradrénaline,…). La relaxation de la
CMLV résulte de la diminution de la concentration de [Ca2+]i, soit par l’expulsion du calcium
à l’extérieur de la cellule, soit par son recaptage dans le réticulum sarcoplasmique. Grâce à
leur contraction ou leur relaxation (figure 5), Les CMLVs jouent un rôle majeur dans la
régulation du débit sanguin local et de la pression artérielle moyenne (Wynne et al., 2009 ;
Collin et Levy, 2008 ; Rudijanto, 2007).
I-2-1-3 Les fibroblastes
Le fibroblaste est le type cellulaire le plus abondant dans l'adventice vasculaire. Les
fibroblastes jouent un rôle central dans le contrôle de la fonction vasculaire. Ils stimulent la
production, l’organisation et la dégradation des éléments de la MEC. Les fibroblastes
sécrètent également un mélange complexe de facteurs de croissance, des cytokines et des
chimiokines. En outre, les fibroblastes communiquent avec les cellules neurales qui possèdent
leurs terminaisons dans l’adventice, les cellules d'origine hématopoïétiques (cellules
dendritiques, les macrophages, les lymphocytes T), les CMLV et les CE (Stenmark et al.,
2012 ; Sorrell et Caplan, 2009). L'action des fibroblastes favorisent aussi la réparation
vasculaire. En réponse à une blessure, les fibroblastes se transforment en myofibroblastes, ce
qui leur permet d'accroître leurs capacités contractiles, par l'expression d'α-actine, et la
production des protéines de la matrice extracellulaire telle que les collagènes (Martinez-
Lemus, 2012 ; Forte et al., 2010).
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Figure 5 : Mécanismes de la motricité de la cellule musculaire lisse vasculaire (CMLV).
AC : adénylate cyclase ; ACh : acétylcholine ; ADM: adrénomédulline ; ADP : adénosine diphosphate
; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; ANP : peptide natriurétique atrial ; ATP : adénosine
triphosphate ; DAG : diacylglycerol ; G!q : protéine G/sous-unité alpha de type q ; G!s : protéine
G/sous-unité alpha de type s ; GC : guanylate cyclase ; GMPc : guanidine monophosphate cyclique ;
IP3 : inositol trisphosphate ; MLC : chaîne légère de myosine (Myosine Light Chain) ; MLCK : kinase
de la chaîne légère de myosine (Myosine Light Chain Kinase) ; NO: monoxyde d’azote ; Pi :
phosphate inorganique ; PIP2 : phosphatidylinositol bisphosphate ; PKA : protéine kinase A ; PKG :
protéine kinaseG; PKC : protéine kinase C ; PLB : phospholamban ; R : récepteur couplé à une
protéine G; R-IP3 : récepteur à l’IP3, ROC : canaux récepteur-dépendants (Receptor Operated
Channels) ; Ry-R : récepteur à la ryanodine ; Serca : pompe de recaptage du calcium cytoplasmique
(Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium ATPases) ; VIP : peptide inhibiteur vasoconstriction
(Vasoactive Inhibitor Peptide) ; VOC : canaux voltage-dépendants (Voltage Operated Channels).
Le complexe calcium-calmoduline va activer une enzyme, la kinase MLCK. Cette enzyme va
phosphoryler la chaîne légère de la myosine (MLC) qui est nécessaire à l’interaction actine-myosine et
donc à la contraction de la CMLV (Collin et Levy, 2008).
I-2-2 La matrice extracellulaire vasculaire
Les matériaux extracellulaires sont des constituants majeurs de la paroi vasculaire, désignés
sous le nom de stroma ou matrice extracellulaire (MEC). Dans les artères élastiques, la MEC
constitue plus de la moitié du poids total du vaisseau. Elle est formée essentiellement par
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l’élastine et les collagènes. D’autres composants comme la fibronectine, les microfibrilles, les
protéoglycanes et les glycoprotéines sont aussi présents. La MEC confère aux parois
vasculaires une structure de soutien indispensable à leur intégrité et à leurs propriétés
fonctionnelles, notamment l’élasticité apportée par les fibres élastiques et la rigidité apportée
par les collagènes. Elle est aussi impliquée dans la régulation de processus de signalisation
cellulaire et dans les contacts entre cellules (molécules d’adhérence et systèmes de jonction
cellule-cellule). Ces macromolécules extracellulaires sont synthétisées par les trois types des
cellules vasculaires (CE, CMLV, fibroblastes) au cours du développement et de la croissance.
À l’âge adulte, la synthèse et le renouvellement de certaines macromolécules (élastine,
collagène,…) de la MEC est plus lente, voire inexistante, alors que la synthèse d’autres
macromolécules de cette matrice augmente (fibronectine, laminine). (Briones et al., 2010 ;
Jacob, 2006 ; Varani  et al., 2006 ; Kelleher et al., 2004).
I-2-2-1 Les fibres élastiques
Les fibres élastiques procurent des propriétés d’élasticité et de résilience aux tissus
extensibles comme la peau, les poumons et les vaisseaux. Dans l’aorte et les autres artères
élastiques, elles sont organisées en lames concentriques parallèles à la surface du vaisseau et
elles constituent les principaux composants de la MEC artérielle. Les fibres élastiques sont
formées par des macromolécules insolubles comprenant un noyau réticulé d’élastine mature
(90%) entouré par des microfibrilles (10%) et plusieurs autres molécules et enzymes associées qui
jouent un rôle important dans le processus d’élastogenèse telles que la fibuline-5, LOX (Lysyl
oxidase) et LOXL (Lysyl Oxydase Like) (Hornebeck et Wallach, 2009 ; Pezet et al., 2008 ;
Kielty et al., 2002 ; Rosenbloom et al., 1993) (tableau 1).
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Tableau 1 : Principaux composants des microfibrilles et des fibres élastiques (Kielty, 2006).
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I-2-2-1-1 Les microfibrilles
Les microfibrilles sont des complexes protéiques fibrillaires de 10 à 12 nm de diamètre. Elles
ont un aspect en collier de perles avec une périodicité de 50 à 60 nm lorsqu’elles ne sont
soumises à aucun étirement (Faury, 2001 ; Kielty et Shuttleworth, 1995 ; Wallace et al., 1991)
(figure 6). Les microfibrilles sont retrouvées soit associées à l’élastine, où elles jouent un rôle
de support pour l’élastogenèse, soit dans les tissus dépourvus d’élastine (zone ciliaire,
humeurs vitrées) à qui elles confèrent élasticité et extensibilité (Malak et Bell, 1994 ; Jones,
1980). Les microfibrilles sont majoritairement composées des molécules de la famille des
fibrillines. D’autres protéines sont aussi présentes, telles que les glycoprotéines associées aux
microfibrilles (MAGP-1 et 2), les LTBP (latent TGFβ-binding proteins) et la famille des
fibulines (Humarcher et Reinhardt, 2009 ; Kielty et al. 2002a,b).
Figure 6: (A) Les microfibrilles se trouvent soit associées avec l’élastine dans les fibres élastiques
soit sous formes des faisceaux dans les tissus dépourvus d'élastine, où elles génèrent une
résistance à la rupture. (B) Une microfibrille isolée mesure entre 10 à 12 nm de diamètre avec
une périodicité de 50 à 60nm. (Adapté de Sacha et al., 2012)
I-2-2-1-1-1 Les fibrillines
Les fibrillines sont des glycoprotéines (∼350 kDa)  riches en cystéine. Elles jouent  un rôle
structural de support pour les microfibrilles. Chez l’Homme, la famille des fibrillines
regroupe trois protéines : la fibrilline-1, la fibrilline-2 et la fibrilline-3, codées par des gènes
situés respectivement sur les chromosomes 15, 5 et 19. Les mutations des gènes des
fibrilline-1 et fibrilline-2 sont associées à des maladies qui affectent le système
17
cardiovasculaire, osseux et oculaire, incluant le syndrome de Marfan (Dietz et al., 1991) et le
syndrome de Beals (Contractures - arachnodactylies congénitales) (Lee et al., 1991). En 1986,
Sakai et al. ont montré que la fibrilline-1 (2871 acides aminés) constitue la majeure partie des
microfibrilles. Les fibrillines contiennent 47 domaines EGF (Epidermal Growth Factor)-
like, dont 43 domaines liant le calcium (domaines (cbEGF)-like), 7 domaines TB (domaines
de liaison du TGFβ, connu également sous le nom de « 8-cysteine domain » , 2 domaines
hybrides présentant des similitudes à la fois avec les domaines (cbEGF)-like et les domaines
TB, un domaine riche en proline dans la fibrilline-1 ou en glycine dans la fibrilline-2 ou riche
à la fois en glycine et en proline dans la fibrilline-3. (figure 7) (Sacha et al., 2012 ; Jensen et
al., 2009 ; Corson et al., 1993). L'expression du gène de la fibrilline-2 a lieu généralement au
cours du développement des organes et du remodelage tissulaire mais toujours en quantités
plus faibles que pour la fibrilline-1, qui continue à être produite tout au long de la croissance
postnatale et chez les adultes (Ramirez et Sakai, 2010 ; Kelleher et al. 2004 ; Quondamatteo et
al. 2002 ; Zhang et al, 1995). La fibrilline-3 est exprimée dans les tissus fœtaux, son
expression étant limitée aux étapes précoces du développement (Corson et al. 2004 ;
Charbonneau et al. 2003).
Figure 7: Structure en domaines de la fibrilline. La macromolécule de fibrilline est formée par 47
domaines EGF (Epidermal growth factor)-like dont 43 domaines de cbEGF-like, 7 domaines TB, 2
domaines hybrides et 1 domaine riche en proline (fibrilline-1) ou en glycine (fibrilline-2) ou en proline
et glycine à la fois (fibrilline-3) (Ramirez et Sakai, 2010).
I-2-2-1-1-2 Fonctions mécaniques et biologiques des microfibrilles
Dans la circulation à faible pression de certains invertébrés, les propriétés élastiques
artérielles peuvent être dues en quasi-totalité aux microfibrilles (Faury, 2001). Chez les
vertébrés, les microfibrilles jouent surtout un rôle de squelette ou de support pour la synthèse
des fibres élastiques. Des études biomécaniques ont montré que les microfibrilles isolées
possèdent des propriétés élastiques qui leur permettent de s’étirer de manière réversible en
faisant passer leur périodicité de 56 à 160 nm (Glab et Wess, 2008 ; Haston et al., 2003).
Cette élasticité dépend à la fois de l'intégrité structurelle (liaisons disulfure) de la fibrilline et
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de sa capacité à lier le calcium (Eriksen et al., 2001; Thurmond et Trotter, 1996). En absence
du calcium, les microfibrilles ont une périodicité réduite avec un diamètre plus large et plus
souple (Kietly et al, 2005). Le module d’élasticité (qui représente le degré de la rigidité des
matériaux) des microfibrilles isolées est de 78 à 96 MPa, qui est de deux ordres de grandeur
plus rigide que l’élastine (300 à 600 KPa) (Kietly et al, 2005 ; Fung, 1993). Lillie et al. (1998)
ont montré que l’élimination des microfibrilles des fibres élastiques de l’aorte porcine
entraîne une baisse du module d’élasticité à basse pression et une augmentation de ce module
à haute pression (Lilie et al., 1998). Ainsi, l’élasticité des tissus riches en microfibrilles
découle principalement des modifications réversibles d’arrangements supramoléculaires des
microfibrilles plutôt que de propriétés élastiques intrinsèques des microfibrilles individuelles
(Kielty, 2006).
Les fibrillines ont un rôle majeur dans la liaison et la séquestration des facteurs de croissance
comme le TGF-β1 (Chaudhry et al., 2007 ; Neptune et al., 2003) et la BMP-7 (Gregory et al.,
2005 ; Arteaga-Solis et al., 2001) dans la MEC. Ces facteurs de croissance sont des
régulateurs puissants de la prolifération et la différenciation cellulaire, la morphogénèse,
l’homéostasie des tissus et de la réponse cellulaire aux blessures (Feng et Derynck, 2005).
L’activation excessive des TGF-β est fortement impliquée dans la pathogenèse des
fibrillinopathies (syndrome de Marfan) (Kielty, 2006 ; Neptune et al., 2003). Plusieurs
composants des microfibrilles contenant le motif RGD (ArgGly-Asp), comme la fibrilline-1,
la fibuline-5 et la MAPG-2, interagissent avec les récepteurs de type intégrine (α5β1, αvβ3,
αvβ6) de plusieurs types cellulaires incluant les CE, les CMLV et les fibroblastes
(Williamson et al., 2007 ; Porst et al., 2006 ; Nakamura et al., 2002 ; Gibson et al., 1999 ;
Sakamoto et al 1996 ; Pfaff et al. 1996). Les intégrines sont des récepteurs cellulaires qui sont
importants dans plusieurs fonctions cellulaires dont l’adhérence, la migration et la
prolifération. Les intégrines jouent aussi un rôle critique dans la morphogénèse vasculaire
(Stupack et Cheresh, 2004).
I-2-2-1-2 L'élastine
L’élastine est un polymère totalement insoluble, hydrophobe et durable, avec une demi-vie estimée
à environ 74 ans (Petersen et al., 2002). L’élastine est le constituant majeur (90%) des fibres
élastiques. Son rôle principal est de procurer les propriétés élastiques et la résilience essentielle pour
le bon fonctionnement des tissus qui sont soumis à des étirements répétitifs et/ou des stress,
notamment l’aorte, les poumons et la peau (Figure 8) (Kielty et al., 2006, 2002a,b ;
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Rosenbloom et al., 1993). L’élastine constitue, en poids sec, 30 à 57% de l'aorte, 50% des
ligaments élastiques, 3-7% de poumon, 4% de tendons et 2-5% de la peau (Vrhovski et Weiss,
1998). L’élastine est apparue assez tardivement au cours de l’évolution. Absente chez les
invertébrés, elle est présente chez tous les vertébrés, à l’exception des cyclostomes primitifs,
vertébrés aquatiques, tels que la lamproie et la myxine (Faury, 2001). L’élastine est issue d’un
précurseur d'environ 70 kDa, la tropoélastine (TE) (Mithieux et Weiss, 2006 ; Tamburro et al.,
2005).
Le gène qui code pour la TE est un exemplaire unique situé sur le chromosome 7, locus
7q11.23, chez l’Homme et sur le chromosome 5 chez la souris (Fazio et al., 1991). Il possède
36 exons codant pour des régions hydrophiles et des régions hydrophobes. Les domaines
hydrophiles de la TE sont riches en alanine et en lysine et sont considérés comme des cibles
pour la liaison avec les composantes des microfibrilles et les enzymes de réticulation (LOX et
LOXL) au cours de l’élastogénèse. A l'inverse, les domaines hydrophobes sont riches en
glycine, valine et proline, sont présents en motif répétitifs et sont à l’origine des propriétés
élastiques de l’élastine (Kielty et al., 2002c ; Csiszar, 2001 ; Bellingham et al., 2001 ; Debelle
et Tamburro, 1999 ; Vrhovski et Weiss, 1998 ; Rosenbloom et al., 1993). Cette structure du
gène est conservée entre les espèces, avec des spécificités pour certaines espèces. Par
exemple, la présence de l'exon 26A est spécifique du gène humain de la TE et est exprimée
dans les cas de certaines maladies comme l’hypertension artérielle pulmonaire (Ostuni et al.,
2002 ; Debelle et Tamburro., 1999).
Plusieurs inducteurs et inhibiteurs biologiques sont impliqués dans la régulation de
l’expression du gène de l’élastine aux niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel
(tableau 2). Par exemple, le TNF-α et le bFGF diminuent l'expression du gène de l’élastine
(Carreras et al., 2002 ; Rich et al., 1999 ; Kahari et al., 1992) alors que l’IGF-1 (Conn et al.,
1996), l’IL-10 (Reitamo et al., 1994) et l’IL-1b (Mauviel et al., 1993) et les glucocorticoïdes
(Pierce et al., 1995) activent l’expression du gène. Au niveau post-transcriptionnel, Le TGF-
β1 est un activateur puissant de la synthèse de TE, qui agit en partie en augmentant la stabilité
de l’ARNm de la TE. Le TGF- β1 agit en diminuant la fixation, sur l’ARNm, de protéines
cytosoliques qui déstabilisent cet ARNm (Zhang et Parks., 1999).
Trois maladies humaines sont liées à des mutations ou délétions dans le gène de la TE: le
syndrome de Williams-Beuren (SWB), la sténose aortique supra-valvulaire (SASV), le cutis
laxa (caractérisée par une laxité et inélasticité de la peau) (Bayés et al., 2003 ; Tassabehji et
al., 1998 ; Olson et al., 1995). Le SWB est une pathologie génétique humaine, caractérisée par
des anomalies endocrines (hypercalcémie, métabolisme anormal du glucose), neurologiques,
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musculo-squelettiques, un retard mental et des anomalies cardiovasculaires. Le SWB est
caractérisé au niveau vasculaire par une SASV qui est un rétrécissement de l’aorte au dessus
des valves aortiques. Cette sténose peut être localisée ou diffuse et impliquer toutes les artères
élastiques et des artères moyennes comme l’artère pulmonaire. La SASV peut être
sporadique, transmise selon le mode autosomique dominant isolé ou encore faisant partie
d’une des caractéristiques du SWB (Urban et al., 2002 ; Beuren et al, 1962 ; Williams et al,
1961).
Figure 8 : Structure de l’élastine. a) aorte b) poumon c) cartilage de l’oreille d) La tropoélastine
comprend une alternance des domaines hydrophiles (KP et KA) et des domaines hydrophobes. KP :
lysyl-prolyl, KA : Lysyl-alanyl. (Kielty, 2006).
Tableau 2: Inducteurs (+) et inhibiteurs (-) influençant la synthèse de tropoélastine
Inducteur/Inhibiteur Synthèse de
tropoélastine
Références
TNF-α - Carreras al., 2002 ;  Rich et al.,
1999; Kahari et al., 1992abFGF -
Glucocorticoïdes +
Pierce et al., 1995 ; Reitamo et al.,
1994; Mauviel et al., 1993
IL-1β +
IGF-1 +
IL-10 +
TGF-β + Kucich et al., 2002 ; Zhang et al.,
1999; Kahari et al., 1992b
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I-2-2-1-2-1 Synthèse et sécrétion de la tropoélastine
Dans les vaisseaux sanguins, la TE est synthétisée par des cellules élastogéniques, principalement les
CMLV, mais les fibroblastes et les CE peuvent l’exprimer aussi. La synthèse d’élastine commence à
partir de la deuxième moitié de la gestation et se poursuit jusqu’à la puberté (Uitto et al., 1991). Les
ARNm de la TE sont exportés du noyau vers la surface du réticulum endoplasmique rugueux sur
laquelle ils sont traduits en molécules de TE de 70 kDa. La TE se lie alors directement à une protéine
chaperone de 67 kDa, l’EBP (Elastin Binding Protein), qui empêche l’agrégation intracellulaire et la
dégradation prématurée de la TE. Il s’agit d’un variant de la β-galactosidase (β-Gal) possédant une
forte affinité (8 nM) pour les domaines hydrophobes de la TE (Hinek et al. 1995, 2006 ; Privitera et
al., 1998 ; Mochizuki et al., 2002). Ce complexe EBP-TE est transporté vers la surface cellulaire par
une vésicule de transport (lysosome), dans laquelle ce complexe se lie avec une protéine protectrice
(cathepsine A) de 55 kDa et la neuraminidase-1 (Neu-1, une sialidase) de 61 kDa (figure9). La
protéine protectrice/Cathepsine A (PPCA) porte son nom en raison de son rôle au sein du lysosome
où elle protège la β-Gal et la Neu-1 d’une digestion lysosomale. La PPCA est également
indispensable au transport intracellulaire, à la stabilité et à l’activité enzymatique de la Neu-1 qui, à
son tour, joue un rôle dans l’élimination de l’acide sialique des protéoglycanes attachés aux
microfibrilles au niveau de la surface cellulaire (Hinek et al., 2006 ; Malvagia et al., 2004 ; Lukong et
al., 2001 ; Hiraiwa, 1999). Deux processus majeurs sont nécessaires pour l’incorporation de la TE
dans les fibres élastiques en croissance : la coacervation et l’interaction avec les microfibrilles.
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Figure 9: Modèle proposé des phases précoces de l’élastogenèse. Rôle du complexe protéique
(EBP/Neu1/PPCA) dans les processus de sécrétion de la tropoélastine (TE) et d’assemblage des
fibres élastiques. 1) Synthèse protéique et assemblage du complexe TE/EBP/Neu1/PPCA dans le RE,
2) Transport vers la surface cellulaire et sécrétion du complexe TE/EBP/Neu1/PPCA, 3) Clivage par la
Neu-1 des résidus d’acides sialiques présents à la surface des microfibrilles et dissociation du
complexe TE/EBP/Neu1/PPCA, 4) Assemblage de la TE avec les microfibrilles, 5) Voie de recyclage
de l’assemblage EBP/Neu1/PPCA dans les compartiments endosomaux. EBP : Elastin Binding Protein
; Neu 1 : neuraminidase-1 ; PPCA : protéine protectrice/cathepsine A ; MAGP : glycoprotéine
associée aux microfibrilles ; ER : reticulum endoplasmique. La photographie illustre les trois stades de
l’élastogenèse visibles dans des CMLV aortiques en culture: accumulation de TE dans les endosomes
et l’appareil de Golgi (A), transport dans les vésicules sécrétoires (B) et assemblage initial des fibres
élastiques à la surface cellulaire. Figure adaptée d’après Hinek et al., 2006.
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I-2-2-1-2-2 Assemblage des fibres élastiques
L’assemblage des fibres élastiques est un processus complexe comprenant plusieurs étapes
(figure 10) (Kielty et al., 2002c) :
- le dépôt des molécules de TE sur les microfibrilles pré-existantes
- l'auto-assemblage des molécules de TE par coacervation
- la stabilisation de l’élastine néoformée par les enzymes lysyl oxydases (LOX,
LOXL1).
I-2-2-1-2-2-1 Interaction tropoélastine-microfibrilles
Au niveau extracellulaire, l’activité enzymatique sialidase de la Neu-1 clive les acides
sialiques présents sur les microfibrilles et libère des résidus galactosyl qui se lient ensuite au
site lectine de l’EBP, engendrant une baisse de l’affinité entre l’EBP et la TE et une
libération locale de la molécule de TE (Hinek et al., 2006 ; Privitera et al., 1998). L’EBP est
recyclée pour participer à de nouvelles interactions avec d'autres molécules de TE néoformées
(Hinek et coll., 1995). Dès leur libération dans l’espace extracellulaire, les monomères de TE
se déposent et s’alignent sur les molécules de microfibrilles en formant une liaison covalente
de type transglutaminase avec la fibrilline-1 (Rock et al., 2004). La partie N-terminale riche
en tyrosine de la protéine MAGP-1 des microfibrilles forme un autre lien dépendant du
calcium avec la partie C-terminale de la TE (Clark et Weiss, 2004). D’autres protéines des
microfibrilles comme la décorine et le biglycane forment aussi une liaison avec la TE (Kielty
et al., 2002).
I-2-2-1-2-2-2 La coacervation
Les monomères de TE (~15nm) ont la capacité de s'auto-assembler pour former des agrégats.
Ce processus, nommé coacervation, est fondé sur des interactions entre les domaines
hydrophobes de différents monomères de tropoélastine facilitant ainsi l’alignement et la
concentration de ces monomères sur les microfibrilles (Yeo et al., 2011 ; Toonkool et al.,
2001 ; Vrhovski et Weiss, 1998). Le coacervat reste attaché à la surface cellulaire (aux
intégrines αvβ3 et aux glycosaminoglycanes) en agrégeant les monomères de TE jusqu’à leur
dépôt sur les microfibrilles (Broekelmann et al., 2005). La capacité de la tropoélastine de
s'associer en structures fibrillaires dans un milieu acellulaire démontre l'existence d'une
capacité intrinsèque d’autoassemblage (Yeo et al., 2011 ; Clark et al., 2006). In vitro, la
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coacervation est dépendante de la température. A basse température la tropoélastine est
soluble. En augmentant la température, la solution devient trouble du fait de l’agrégation des
molécules de tropoélastine par coacervation. La coacervation est optimale à une température
de 37°C, un pH de 7 à 8 et une concentration physiologique en sels (150 mM de NaCl) (Tu et
Weiss, 2008 ; Mithieux et Weiss, 2006). La coacervation des molécules de TE ainsi que la
fixation des molécules de TE sur le squelette de microfibrilles facilitent leur alignement et
leur réticulation (ou polymérisation) ultérieure par les enzymes lysyl-oxidases.
I-2-2-1-2-2-3 La formation des liaisons croisées (crossLinking)
La formation des liaisons croisées entre les molécules de TE est catalysée par une famille
d'enzymes de type amine-oxydase dépendantes du cuivre, les lysyl-oxydases. Il existe cinq
isoformes de lysyl-oxydases (LOX) : LOX et LOX-Like 1 à 4 (LOX-L1 à LOX L-4) (Liu et
al., 2004 ; Kagan et Li, 2003). Dans la structure de la TE, deux types de domaines sont
responsables des liaisons croisées : les domaines riches en alanine (Lysyl-Alanyl ou KA)  et
les domaines riches en proline (Lysyl-Prolyl ou KP) (Mithieux et Weiss, 2006). Sous l’effet
des lysyl-oxydases, les résidus de lysine subissent une désamination oxydative donnant les
résidus allysine qui sont considérés comme les précurseurs des liaisons croisées (Noblesse et
al., 2004 ; Kagan et Sullivan, 1982). Ces liaisons sont formées ultérieurement par une
condensation spontanée non-enzymatique : i) soit par l’interaction des allysines entre elles
pour former la lysinonorleurcine et l’allysine aldol qui, à leur tour, se condensent pour donner
la desmosine, ii) soit avec une autre lysine pour donner la mérodesmosine qui, ensuite, se
condense avec une autre allysine pour donner l’isodesmosine. Les desmosine et isodesmosine,
acides aminés de pontage, rendent l’élastine insoluble, résistante à l’hydrolyse par la plupart
des enzymes et surtout fonctionnelle en lui conférant ses propriétés d’élasticité et de résilience
(Umeda et al., 2001 ; Jacob et al., 2001).
L’inactivation du gène de la LOX, enzyme assurant la réticulation de l’élastine et des
collagènes, entraîne la mort des souris knock-out LOX -/- dès la naissance ou dans les heures
qui suivent, pour cause de ruptures d’anévrisme et/ou du diaphragme. Chez ces animaux, les
fibres élastiques sont désorganisées et fragmentées et la quantité de desmosine est réduite de
60%. Le nombre et le diamètre des fibres de collagènes semblent inchangés mais les pontages
sont réduits de 40% (Kothapalli et Ramamurthi, 2009 ; Hornstra et al., 2003 ; Mäki et al.,
2002). L’invalidation du gène de LOX-L1 n’est pas létale mais entraîne une fragmentation
des polymères d’élastine (Liu et al., 2004). Au niveau du site de l’élastogenèse, LOX-L1 se
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trouve aussi associée à la fibuline-5, qui joue un rôle de liaison entre la TE et la surface
cellulaire (par l'intermédiaire des récepteurs intégrines αvβ3, αvβ5 et α9β1), permettant ainsi
l’ancrage des fibres élastiques à la surface cellulaire et une organisation optimale de ces fibres
dans les tissus (Jacob, 2003 ; Nakamura et al., 2002 ; Kietly et al., 2002c).
Figure 10 : Schéma simplifié du processus d’assemblage des fibres élastiques. La tropoélastine
(TE) est escortée jusqu’à la surface cellulaire par la protéine chaperonne EBP avant d’être relarguée
dans l’espace extracellulaire suite à sa dissociation du complexe EBP/PP/Neu-1, consécutive à
l’interaction des molécules de galactose présentes à la surface des microfibrilles (MF). La TE interagit
alors avec les MF présentes aux abords de la surface cellulaire, ainsi qu’avec d’autres protéines telles
que la fibuline-5, la protéine EMILIN-1 et la lysyl oxidase. Des interactions avec les intégrines de la
surface cellulaire ont également lieu avec ces protéines et pourraient guider et réguler le processus
d’assemblage. La coacervation (auto-assemblage) des molécules de TE ainsi que la fixation des
molécules de TE sur le squelette de MF facilitent leur alignement et leur réticulation (ou
polymérisation) par la lysyl oxidase. Les MF sont progressivement repoussées à l’extérieur des fibres
élastiques en maturation. Elles se désengagent alors et deviennent disponibles pour des nouvelles
molécules de TE. La fibre élastique mature se compose ainsi de microfibrilles, d’élastine fibreuse,
ainsi que de diverses protéines associées (Fhayli et al., 2012).
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I-2-2-1-2-2-4 Rôles biologiques de l’élastine et des peptides
d'élastine
Au cours du vieillissement ou dans certaines situations pathologiques, les fibres élastiques
sont clivées par des protéases, ce qui libère des peptides d’élastine. L’élastine et les peptides
d'élastine ont diverses activités biologiques (Duca et al., 2004 ; Fulop et al., 2001, 1981 ;
Faury, 1998). Outre leur fonction d’élasticité, l'élastine joue un rôle dans la morphogenèse des
artères en contrôlant la prolifération des CMLV. En effet, les souris génétiquement invalidées
pour le gène d’élastine meurent d’occlusion des artères deux jours après la naissance (Li et al.,
1998). Les peptides d’élastine déclenchent une cascade d'effets biologiques sur plusieurs
types cellulaires (CMLV, CE, fibroblastes, leucocytes, monocytes…) après fixation sur un
récepteur de haute affinité, le récepteur de l’élastine-laminine (ELR) -maintenant plutôt
appelé complexe récepteur de l'élastine (CRE)- et sa sous-unité elastin-binding protein (EBP)
(Duca et al., 2004 ; Mochizuki et al., 2002 ; Faury, 1998 ; Tajima et al., 1997 ; Wachi et al.,
1995 ; Senior et al., 1984). Les peptides d’élastine modulent le chimiotactisme des
monocytes, des fibroblastes et des CE (Indik et al., 1990 ; Long et al., 1989 ; Senior et al.,
1984), favorisent la formation de fibres d'actine (Patel et al., 2006),  régulent la prolifération
et la migration des CMLV (Spofford et Chilian, 2001 ; Wachi et al., 1995 ; Ooyama et al.,
1987), induisent l’augmentation de la concentration de calcium dans les CE et les leucocytes.
L’augmentation du calcium intracellulaire active la production de monoxyde d’azote (NO),
qui diffuse vers les CMLV et provoque ainsi une vasorelaxation dépendante de l’âge (Faury et
al., 1994, 1995, 1997, 1998b,c ; Varga et al., 1989). Les peptides d’élastine augmentent aussi
la survie des CE, leur migration, l’expression et l’activation des proMMP2 et proMT1-MMP
via la voie PI3-Kinase/Akt (PKB) (Phosphoinositide-3 Kinase/ Proteine Kinase B) et activent
l’angiogenèse (pour revue, Fhayli et al., 2012).
I-2-2-2 Les collagènes
Les collagènes sont les protéine les plus abondantes (~30% des protéines totales) de notre
corps (Myllyharju et al., 2004). Le derme, les tendons et les parois vasculaires en contiennent
respectivement 65-75 %, 70-85 % et 20-40 % (% du poids sec) (Jacob, 2006). Il joue un rôle
essentiel structurel en tant que fournisseur de résistance à la traction dans les tissus et les
organes et un rôle important dans l'élasticité d'un nombre limité de tissus, en particulier dans
les tendons (Ottani et al., 2001 ; Shadwick, 1990). Les collagènes sont également impliqués
dans la différenciation, l’adhésion, la migration, la prolifération et l’apoptose cellulaires par le
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biais de leurs association à divers récepteurs (Öhlund et al., 2013 ; Harkness, 1961). Les
collagènes sont synthétisé par les CMLV, les CE, les fibroblastes et les macrophages à partir
de précurseurs, le procollagène (De Jaeger et Cherin, 2012 ; Kadler et al, 2007). Il existe au
mois 28 types différents de collagènes (figure 11) qui sont le produit d’au moins 42 gènes
différents (Muiznieks et Keeley, 2012 ; Ricard-Blum, 2001). Les collagènes les plus
représentés sont les collagènes fibrillaires I (derme, os, tendon, ligament, artères, veines…), II
(cartilage) et III (derme, artères, veines…) (Jacob, 2006). Ils sont caractérisés par la répétition
d’un triplet d’acides aminés Gly-X-Y, qui donne lieu à une structure en triple hélice, où les
positions X et Y peuvent être n’importe quel acide aminé, mais sont généralement
respectivement la proline et l’hydroxyproline (Muiznieks et Keeley, 2012 ; Myllyharju et
Kivirikko, 2004).
Figure 11 : Les différents types de collagènes. (A) collagènes associés aux fibrilles à triple hélice
interrompue (FACIT). (B) Collagènes à multiples domaines en triple hélice (Multiplexin). (Muiznieks
et Keeley, 2012).
I.3 Relation structure-fonction de la paroi artérielle
Pour assurer la fonction d’amortissement et la propagation des ondes de pression, les artères
élastiques sont dotées d’un rôle hydraulique essentiel lié à leur élasticité (Safar, 2002). En
effet, ces artères sont des structures composites. Leurs parois contiennent des fibres élastiques
et des fibres de collagènes aux propriétés mécaniques opposées, conduisant à des propriétés
mécaniques de la paroi qui sont non-linéaires, c'est-à-dire qu’elles deviennent plus rigides
lorsqu’elles se distendent (Akhtar et al., 2011 ; Sokolis, 2007 ; Shadwick, 1999 ; Lillie et al.,
1998). Les fibres de collagènes sont peu extensibles (augmentation de 3 à 4 % de leur taille
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originale sous l'action d'une force importante) avec un module d’élasticité de 1 GPa pour un
maximum d’extension. Ainsi, les collagènes sont de plus de 1000 fois plus rigides que
l'élastine. Les fibres élastiques, composées surtout d’élastine et de microfibrilles, sont
présentes en grande quantité dans les artères élastiques (plus de 50 % du poids sec de l’aorte
ascendante) et sont responsables de leur élasticité et de leur résilience. Les fibres élastiques
sont capables de subir des milliards des cycles d’extension-rétraction sans défaillance
mécanique et peuvent être étirées jusqu’à 220 % de leur longueur initiale avant d’atteindre
leur limite d’élasticité. La conformation rétractée de l’élastine est la position
thermodynamique la plus stable. L’élastine revient ainsi spontanément dans sa conformation
initiale lorsqu'elle cesse d’être distendue. Elle dote ainsi les tissus qui la contiennent de cette
propriété d'élasticité essentielle à leur fonction (Shadwick, 1999). Le rôle des fibres élastiques
est donc de produire une tension élastique spontanée et de résister à la force de distension de
la pression sanguine, sans dépense d’énergie. Ainsi, après une éjection ventriculaire, la paroi
artérielle élastique se distend en emmagasinant de l’énergie au cours de la systole, énergie qui
sera restituée lors du retour passif de la paroi à leur état initial au cours de la diastole, en
compressant le sang et en le poussant en aval, permettant ainsi une irrigation continue des
organes (Faury, 2001). Lors de la mise sous pression de la paroi, les forces vont s’exercer
progressivement de manière radiale et centrifuge depuis l’intima jusque dans l’adventice. A
faible pression, ce sont les fibres élastiques qui permettent la dilatation du vaisseau sans
augmentation majeure de la tension (loi de Laplace : Tension= pression transmurale x rayon
artériel) puis, au fur et à mesure que la pression augmente et donc que le rayon du vaisseau
augmente, un transfert des contraintes se produit depuis les fibres élastiques vers les fibres de
collagènes, recrutées en nombre croissant. Les fibres de collagène résistent à l’étirement et, de
ce fait, le rayon varie peu, permettant ainsi à la paroi artérielle de supporter une tension élevée
avec une déformation minime, limitant ainsi le risque de rupture. Par digestion chimique du
collagène, la paroi artérielle perd sa propriété élastique non-linéaire, en particulier la rigidité
nécessaire pour supporter les tensions générées à des pressions élevées. Ainsi, le diamètre
artériel augmente linéairement avec la pression jusqu'à des valeurs très élevées (figure 12). Le
rapport élastine/collagènes est un bon indicateur de l’élasticité ; plus ce rapport est élevé, plus
le vaisseau est distensible et élastique : il est égal à 2 au niveau de la crosse aortique et à 0,5
au niveau de l’aorte abdominale (Sokolis, 2007 ; Shadwick, 1999 ; Roach et Burton, 1975)
Les autres composantes de la paroi des artères élastiques, essentiellement les CE et les
CMLV, influencent faiblement les propriétés mécaniques passives (hors contraction
cellulaire) de ces vaisseaux. Les CE modulent -via l'action des facteurs vasoactifs sécrétés- la
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réactivité des CMLV. Ces dernières affectent peu la distensibilité des grosses artères
élastiques (Faury, 2001) et plus celle des artères plus petites.
Figure 12 : Contributions de l’élastine et des collagènes dans la réponse tension-longueur des
artères iliaques humaines. Noter une augmentation brusque de la tension lorsque l’élastine est
digérée par la trypsine (losange) et l’évolution linéaire de la tension lorsque les collagènes sont digérés
par l’acide formique (cercle vide). La courbe du milieu représente la réponse de l’artère non-traitée.
D’après Shadwick, 1999, adapté de Roach MR et Burton AC 1957.
Au cours du vieillissement physiologique, l’interaction avec les facteurs environnementaux
(glucose, lipides, calcium…) et la dérégulation progressive de la balance entre les enzymes
élastolytiques et leurs inhibiteurs (protéases/inhibiteurs) entraînent une destruction accrue des
fibres élastiques de la paroi artérielle et la perte progressive de la propriété d'élasticité. La
description de ces événements fera l’objet du chapitre suivant.
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II-Le vieillissement artériel
Le vieillissement de la population est un phénomène mondial. Selon les Nations unies, la
proportion de la population âgée va augmenter à long terme. Il est prévu qu'en Europe, en
2025, le nombre de personnes âgées atteindra 197,9 millions, 78,5% plus qu'en 1975 (Mirea et
al., 2012).
Le vieillissement est un phénomène biologique très complexe. Selon l’OMS, il se définit
comme «un processus graduel et irréversible de modification des structures et des fonctions
de l’organisme, résultant du passage du temps». Le vieillissement artériel se traduit par un
épaississement et une rigidification de la paroi des artères, ce qui correspond à la définition de
l’artériosclérose (Cottart et al., 2009 ; Lakatta et al., 2003). Les mécanismes biologiques,
cellulaires et moléculaires mis en jeu sont complexes et une partie d’entre-eux est commune
avec les processus qui conduisent aux lésions focales athéroscléreuses des artères de gros et
moyen calibres. Le vieillissement artériel et ses complications (athérothrombose, hypertension
systolique, insuffisance cardiaque, démences vasculaires) représentent l’une des principales
causes de perte d’autonomie, de morbidité et de mortalité chez le sujet âgé (Joly et al., 2008).
II-1 Les mécanismes moléculaires du vieillissement artériel
La rigidité des gros troncs artériels est la conséquence majeure du vieillissement et comporte
des modifications de l’organisation structurale et de la fonction des différents composants de
la paroi artérielle. Avec l’âge, l’augmentation de l’expression des MMP, la calcification
aortique, la glycation des protéines, l’accumulation des radicaux libres ainsi que le
racourcissement des télomères constituent les principaux mécanismes biologiques de la
dégradation des fibres élastiques et par la suite de la rigidité artérielle (facteurs intrinsèques).
D’autre part, l'âge biologique est influencé par le mode de vie (facteurs extrinsèques). Le
tabac, la sédentarité, les déséquilibres alimentaires (obésité), le stress (libération des
substances pro-inflammatoires), les rayonnements ultra-violets, la pollution atmosphérique,...
accélèrent le processus du vieillissement (figure 13).
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Figure 13 : Les principaux facteurs responsables du vieillissement artériel (Viachaslau et
al., 2011).
II-1-1 La calcification de la paroi artérielle
Plusieurs maladies (insuffisance rénale chronique, ostéoporose, …), couramment observées
chez les personnes âgées, entraînent des modifications du métabolisme phosphocalcique et
une sursaturation sérique des taux de calcium (Ca) et de phosphore (P). Cette augmentation
sérique du Ca et du P provoque la formation des cristaux de bioapatite qui sont les principaux
composants minéraux des os (Bock, 2012 ; Périard et al., 2010 ; Ureña Torres, 2004 ; Guérin
et al., 2000). In vitro, l’incubation des CMLV avec des concentrations élevées de Ca et de P
entraîne la transformation phénotypique des CMLV vers un phénotype ostéoblastique
(donneur des protéines osseuses) et le dépôt des bioapatites sur la MEC environnante (Shao et
al., 2006). La principale hypothèse expliquant la calcification artérielle est une synthèse
osseuse in situ par des cellules de phénotype ostéoblastique, issues de la transformation
phénotypique des CMLV. Cependant, d’autres types cellulaires pourraient également subir
une transformation ostéoblastique, comme les péricytes associés à l’endothélium et les
cellules souches circulantes (Valdivielso, 2011 ; Périard et al., 2010 ; Giachelli, 2004). La
calcification vasculaire est classée en fonction de l'endroit où le calcium se dépose. De cette
façon, la calcification artérielle est divisée en une calcification intimal (athéromateuse) et une
calcification médiale -connue sous le nom de sclérose de Mönckeberg- liée à la rigidité
vasculaire (Valdivielso, 2011). Dans la média, les lames élastiques sont le principal site du
dépôt de calcium. Le dosage du calcium montre une augmentation massive de sa proportion
médiale avec l’âge, passant de 1.4 µg Ca/mg tissu à l’âge de 20 ans à 49.5 µg Ca/mg tissu à
l’âge de 90 ans (Elliott et McGrath, 1993). La calcification pourrait être initiée par
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l’apparition de vésicules matricielles (riche en activateurs de calcification comme la
phosphatase alcaline et des minéraux) qui se développeraient autour des fibres élastiques,
suivies par le dépôt de cristaux d’hydroxyapatite le long des lames élastiques et la dégradation
de l’élastine. Une fois initié, le processus de calcification s’étendrait le long des fibres
élastiques et aux CMLV avoisinantes (Guzman, 2007). De plus, l’augmentation de la
concentration calcique entraîne une trans-conformation des chaînes peptidiques d’élastine
favorisant ainsi la fixation des lipides au niveau des fibres élastiques (figure. 14) (Robert et
al., 2008).
II-1-2 Les protéases
Les phénomènes cataboliques jouent un rôle important dans les modifications des protéines de
la MEC avec l’âge (figure 14). Le remodelage et l’homéostasie de la MEC sont médiés
principalement par le groupe des endopeptidases dépendantes du zinc, les MMP / MT-MMP
(Matrix metalloproteinases/ membrane type-MMP) et leurs inhibiteurs, dont les TIMPs (tissue
inhibitors of MMP) (Ra et Parks, 2007 ; Fondard et al., 2005 ; Chakraborti et al., 2003). Les
MMP sont synthétisées sous forme de pro-peptides ou pro-enzymes inactives et sont activées
par hydrolyse post-traductionnelle, soit à l'intérieur de la cellule sous l'influence de la furine,
soit à l'extérieur sous l'action d’une autre MMP, de la plasmine et de ROS (Reactive Oxygene
Species) (Ra et parks, 2007 ; Jacob et al., 2001 ; Fu et al., 2001). Lors d’une phase
inflammatoire aiguë ou chronique, d’autres enzymes élastinolytiques et collagénolytiques sont
détectables dans les tissus telles que la famille des sérines-protéases (élastase leucocytaire), la
métalloélastase de macrophage (MMP-12) ou la collagénase 1 (MMP-1). Celles-ci sont
synthétisées et sécrétées par les cellules inflammatoires (polymorphonucléaires neutrophiles,
macrophages) ou néosynthétisées par les CMLV stimulées par les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, TNFα,…). Les activateurs du plasminogène tPA, uPA et PAs peuvent
participer à la dégradation de la MEC, soit directement si leurs concertations plasmatiques
sont élevées, soit indirectement par activation des pro-enzymes (Jacob 2006a,b, 2003). Dans
les conditions physiologiques, il existe un équilibre entre l’activité des MMP et celle de leurs
inhibiteurs. Ce système MMP/TIMP est fortement impliqué dans le remodelage du système
cardiovasculaire. De plus, l’expression des MMPs et des TIMPs est modifiée avec l’âge :
ainsi, MMP-2 et TIMP-1 ont une expression augmentée au cours du vieillissement et
l’augmentation de l’expression de MMP-9 est corrélée à une augmentation de la rigidité
artérielle (Sundström et al., 2004a,b). In vitro, huit MMP sont actives sur les fibres
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élastiques : les MMP-2,-7, -9, -10, -12 et -14 dégradent l’élastine mature insoluble en peptide
solubles (Taddese et al. 2008 ; Chakraborti et al. 2003), tandis que les microfibrilles sont les
cibles des MMP-2,-3,-9,-12 et -13 (Tsuruga et al. 2007 ; Ashworth et al. 1999).
Des études récentes ont montré que le système rénine-angiotensine joue un rôle dans le
remodelage des grandes artères chez les animaux et les personnes âgées (Wang et al., 2003,
2005, 2007). En effet, ce système joue un rôle majeur dans la régulation du tonus vasculaire,
la croissance et la prolifération des cellules musculaires lisses ainsi que dans la production de
protéines de la matrice extracellulaire (Benetos, 2006). La signalisation de l’angiotensine II
entraîne aussi une activation de MMP-2. À cet égard, l’administration de l’angiotensine II
chez des rats adultes favorise l’activation de MMP-2 dans l’artère carotide. De même,
l’application de l’angiotensine II sur des CMLV adulte en culture entraîne une augmentation
du niveau de l’activité de MMP-2, atteignant ainsi le même niveau de MMP-2 que dans les
cultures de CMLV non traitées de rats âgés. (Wang et al., 2005 ).
Figure 14: Calcification et dégradation des fibres élastiques avec l’âge. La fixation des
peptides d’élastine issue de la dégradation des fibres élastiques sur les récepteurs
d’élastine favorise la production d’élastases et des ROS. (Labat-Robert et al., 2012).
II-1-3   Les AGE (Advanced Glycation End-products)
Parmi les processus qui contribuent à la modification de la MEC, la glycation des protéines
constitutives est parmi les plus importants, en particulier la glycation des collagènes de la
paroi artérielle. Le glucose est un élément indispensable du métabolisme énergétique.
Cependant, il participe aussi à la glycation des protéines et des acides nucléiques et, de ce fait,
induit une modification de leurs propriétés biologiques (De Jaeger, 2012). Le glucose réagit
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spontanément (réaction non-enzymatique) avec les groupements amines des résidus lysine des
chaînes polypeptidiques pour former une base de Schiff qui se réarrange en un produit
d’Amadori (HbA1c (hémoglobine glyquée), fructosamine). A son tour, ce produit peut subir
une autre série des réactions complexes comportant déshydratation, condensation,
fragmentation et la formation des liaisons de pontage pour former les AGE (Advanced
Glycation End-products) ou produits de Maillard (Sell et Monier, 2012 ; Susic, 2007). Le
terme d’AGE désigne plus d’une dizaine de molécules, qui peuvent être classées en fonction
de leurs caractéristiques de fluorescence et de leur capacité à réaliser des pontages
intermoléculaires (Prévost et al., 2010 ; Daroux et al., 2009). L’abondance de ces
macromolécules glyquées est positivement corrélée avec l’âge et le diabète (Sherratt, 2009 ;
Mikulíková et al., 2008). Il existe plusieurs mécanismes par lesquels les AGE affectent la
structure et la fonction du système cardiovasculaire. Le plus évident et le plus étudié est celui
lié à la formation des pontages moléculaires dans les protéines de la MEC, ce qui conduit à
une augmentation de la rigidité vasculaire. Etant donné que leur formation exige beaucoup de
temps, les AGE peuvent se former seulement sur les protéines qui ont une demi-vie très
longue, comme les collagènes ou l'élastine. La formation de pontages moléculaires entre les
fibres de collagènes le rendant plus rigides et moins solubles, ce phénomène entraîne une
rigidification artérielle et myocardique (Susic, 2007 ; Zieman et Kass, 2004). Par
comparaison, l’élastine possède peu de sites de glycation en raison de sa faible teneur en
résidus lysine par rapport aux collagènes. Cependant, la glycation de l’élastine se produit
toujours et peut avoir des conséquences graves surtout au niveau de l’aorte, où la liaison
élastine-AGE diminue l’élasticité qui est cruciale pour la fonction de cet organe (Winlove et
al., 1996).
Un autre mécanisme par lequel les AGE peuvent induire des lésions au niveau du système
vasculaire est celui par lequel la toxicité des AGE peut être indirecte, via une liaison avec des
récepteurs, en particulier avec une molécule dénommée RAGE (Receptor for Advanced
Glycation End-products) situé sur les CE, les CMLV et les monocytes. La liaison AGE-
RAGE peut induire des réactions inflammatoires, la libération de facteurs de croissance et
cytokines et l'augmentation du stress oxydatif intercellulaire. Ainsi, la liaison AGE-RAGE est
fortement impliquée dans les mécanismes de dysfonction endothéliale car la cellule
endothéliale est exposée à la fois aux AGE circulants et aux AGE accumulés dans le sous-
endothélium (figure 15) (Choi et al., 2009 ; Jandeleit-Dahm et Cooper, 2008).
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Figure 15 : Action des AGE sur les CE. L’action des molécules d’AGE sur le système
vasculaire est double. D’une part, elles agissent directement sur les protéines de la matrice
extracellulaire en formant des pontages moléculaires, ces protéines deviennent alors plus
rigides. D’autre part, les AGE se lient à leur récepteur (RAGE) induisant des réactions
inflammatoires, la libération de facteurs de croissance et cytokines et l'augmentation du stress
oxydatif intercellulaire (Prévost et al., 2010).
II-1-4 Les radicaux libres, le stress oxydatif et le
dysfonctionnement endothélial
La molécule d’oxygène joue un rôle double dans l’organisme humain : un rôle de « bonne »
molécule en participant à la respiration cellulaire et un rôle de « mauvaise » molécule qui
déclenche les processus d’oxydation en détruisant les molécules biologiquement actives
(Mirea et al., 2012). Les radicaux libres, espèces réactives formées dans la cellule (notamment
dans les mitochondries) dans le cadre du métabolisme de l’oxygène (ROS, Reactive oxygen
species), entraînent des lésions macromoléculaires en réagissant avec les lipides -notamment
membranaires- les protéines et les acides nucléiques, ce qui peut entraîner des dégâts majeurs
de la cellule, voire conduire à la mort cellulaire. L’organisme se protège contre les radicaux
libres par l’utilisation de plusieurs systèmes : les superoxydes dismutases, les catalases, la
glutathion peroxydase séléno-dépendante et les vitamines antioxydantes (A, E, C). Au cours
du vieillissement, une altération de cet équilibre se développe avec d’une part une production
de radicaux libres augmentée au sein des mitochondries et d’autre part des systèmes de
protection moins efficaces, conduisant à un état de stress oxydatif induit par une concentration
de ROS plus élevée (Vlassara et al., 2012). En particulier, les ROS provoquent une
perturbation de l’homéostasie des fibres élastiques en induisant la transcription de TE et des
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MMP dégradant ces fibres (Wlaschek et al. 2001). Ainsi, les ROS peuvent induire une
dégradation des fibres élastiques et ce, de deux façons différentes : ils augmentent la
sensibilité des fibres élastiques à la dégradation ultérieure par les élastases (Cantor et al. 2006)
et ils entraînent directement –chimiquement- l’oxydation des fibres puis leur solubilisation,
réaction catalysée par le cuivre (Umeda et al. 2001). Outre leurs actions sur les fibres
élastiques, les ROS conduisent au dysfonctionnement endothélial au cours du vieillissement
chez les animaux et chez l’Homme, en mettant en jeu en particulier le monoxyde d’azote
(NO). En effet, il est bien établi que le NO est un facteur crucial pour la santé et la fonction
des CE et, plus généralement, des parois vasculaires. Le NO est le principal facteur
vasodilatateur libéré par la cellule endothéliale. Dans la cellule cible (CMLV), le monoxyde
d'azote déclenche la production de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) qui, à son
tour, active la protéine kinase G (PKG). Ce dernier favorise le recaptage du Ca2+ par les
SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) et donc la relaxation. Avec l’âge, la
biodisponibilité du NO diminue au fur et à mesure de l’augmentation de la concentration des
ROS. En effet, le NO peut interagir avec l’ion superoxyde, ce qui conduit à la formation du
complexe peroxynitrite (ONOO-), délétère pour la MEC et cytotoxique, et induisant une
altération du tonus vasculaire (Wang et al., 2010 ; Ungvari et al., 2010). La modification de la
production du NO peut, par accroissement du stress oxydant endothélial, participer à
l’acquisition par l’endothélium d’un phénotype pro-inflammatoire (pro-atherosclérotique).
Les CE vont alors exprimer des récepteurs médiateurs de l’inflammation qui sont des
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) et Inter Cellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1), des molécules d’adhésion facilitant le recrutement monocytaire (VCAM-1 et
d'ICAM-1 (circulants), M-CSF (Monocyte Colony Stimulating Factors) et MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1) et donc la désorganisation pariétale, et sécrètent, au même titre
que les autres types cellulaires de la paroi artérielle, des cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires, (IL1, IL6, IL11 et les TNFα et β) (Packard et Libby, 2008 ; Giannotti et
Landmesser, 2007).
II-1-5   Le raccourcissement des télomères
Les télomères sont des séquences nucléotidques localisées aux extrémités des chromosomes.
Elles sont composées par des séquences répétitives de six bases azotées riches en guanine
(TTAGGG).  Dans la plupart des cellules somatiques de l’individu humain mature, la
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longueur des télomères raccourcit de 20 à 200 paires de bases à chaque division cellulaire
(Fyhrquist et Saijonmaa, 2012 ; Saliques et al., 2010). Au cours du développement, une
addition de ces séquences télomériques (TTAGGG) est assurée par une télomérase, inactive
postérieurement au développement, qui compense de ce fait la perte des télomères (Robert et
al., 2010). Ce phénomène compensatoire est perdu au cours de l’avancée en âge ou d’épisodes
pathologiques (Wang et al., 2011). Un autre mécanisme lié au vieillissement et impliqué dans
le raccourcissement des télomères est représenté par le niveau des radicaux libres oxydatifs,
qui s’élève avec l’âge. Le dommage oxydatif est traduit par la formation d’un dérivé de la
guanine (G), le 8-oxodG, qui perturbe le maintien de la longueur des télomères par
l’inhibition de l’activité de télomérase  (O'Callaghan et al., 2011 ; Saliques et al., 2010). Des
études cliniques ont montré que les sujets avec des télomères plus courts présentaient plus
fréquemment des manifestations de vieillissement artériel et avaient un risque
cardiovasculaire accru (Brouilette et al. 2003 ; Benetos et al., 2001). Des travaux ont en effet
montré que la distensibilité carotidienne est positivement corrélée avec la longueur des
télomères (Nawrot et al., 2010). Une autre étude a révélé que la longueur des télomères était
significativement plus courte chez les patients atteints de cardiopathie coronaire par rapport
au groupe contrôle. De plus, la mesure de la vitesse de l’onde de pouls (marqueur de rigidité
artérielle) indique que le raccourcissement des télomères est fonction de la rigidité artérielle,
ce qui suggère que la longueur des télomères est un facteur d’élasticité des grandes artères et
de l’atteinte coronarienne (Wang et al., 2011).
II-2 Impact du vieillissement sur les artères élastiques
II-2-1 Vieillissement et remodelage vasculaire
Les processus du vieillissement artériel sont mis en place assez tôt, pendant la jeunesse, et
continuent jusqu’à un âge avancé (Sawabe, 2010). Ils induisent des changements
morphologiques dans toutes les tuniques du vaisseau (Viachaslau et al., 2011). Ces
changements touchent surtout l’aorte et ses principales branches alors que les artères
musculaires sont moins affectées. En particulier, la mesure de l’épaisseur intima-média
montre un épaississement progressif de la paroi vasculaire avec l’âge (tableau 3) (O'Rourke,
2007a). Des études post-mortem révèlent que cet épaississement est surtout confiné à la
couche intimale, même dans des populations à faible incidence athérosclérotique. Dans
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l’artère carotide, l’épaisseur de l’intima est multipliée par trois en passant de l’âge de 20 ans à
90 ans (Jani et Rajkumar, 2006). Cet épaississement est dû à la migration de certaines CMLV
de la média vers l’intima et à la synthèse de la matrice extracellulaire par ces cellules.
L’épaississement de la média correspond à une augmentation de masse des CMLV et de leur
production de MEC, conduisant à l’accumulation importante de collagènes (liée à la
formation des AGE) (Jacob, 2006b ; Safar, 2002). Une étude morphologique de l’aorte au
cours du vieillissement menée par Virmani et coll. a révélé une augmentation dépendante de
l’âge du diamètre artériel (Virmani et al., 1991). Cependant, la principale modification
structurale due au vieillissement artériel est la dégénération et la sclérose de la média et, par
conséquent, une rigidification artérielle (Sawabe, 2010 ; Lee et Oh, 2010). Les fibres
élastiques, principaux constituants de la média des artères élastiques, subissent des
fragmentations et des ruptures ou des dégradations -par l’action des protéases, la calcification,
l’effet des AGE, … - qui sont favorisées par l’action délétère des cycles répétés d’extension-
rétraction de la paroi artérielle au cours des millions de cycles cardiaques successifs (Hodis &
Zamir, 2009; Najjar et al., 2005). De son côté, les collagènes s’accumulent avec l’âge et
devient plus rigide et plus résistant aux enzymes protéolytiques suite à la formation des ponts
moléculaires covalents et stables avec les AGE (Sawabe, 2010 ; Jacob, 2006b ; Levy, 2006).
Ainsi, les lames élastiques deviennent minces et peu abondantes ce qui explique le transfert
des forces des fibres élastiques extensibles vers les fibres de collagènes rigides et donc, une
augmentation de la rigidité artérielle (O'Rourke et Hashimoto, 2007).
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Tableau 3 : Les principaux changements structuraux de la paroi artérielle au cours du
vieillissement. I-CAM: intercellular adhesion molecule; MMP  matrix metalloproteinase;
TGF  transforming growth factor; VSMC  vascular smooth muscle cell ; VEGF: Vascular
endothelial growth factor; MCP-1/CCR2: Monocyte chemoattractant protein 1/chemokine
receptor type 2 ; NO : Nitric oxide. Adapté de Najjar et al., 2005.
II-2-2 Vieillissement et fonctions artérielles
A côté de sa fonction de conduction du sang, la principale fonction des artères élastiques est
d’amortir les pulsations générées par le cœur permettant ainsi l’obtention d’un flux sanguin
capillaire continu qui conduit, à son tour, à une irrigation et un drainage continu des organes
(O'Rourke et Hashimoto, 2007). La rigidification artérielle est la conséquence majeure du
vieillissement et comporte des modifications de l’organisation structurale des différents
composants de la paroi artérielle. Sur le plan fonctionnel, elle est responsable d’une réduction
de la distensibilité artérielle et d’une amplification des ondes de pression réfléchies (figure 16)
(Hermeling et al., 2011 ; Lakatta et Levy, 2003 ; Lakatta, 2003). La réduction de la
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distensibilité réduit la capacité des artères élastiques à absorber les pulsations (contraction
ventriculaire) générées par le cœur et, par conséquent, les pulsations seront transmises vers la
microcirculation (O’Rourke et Safar, 2005 ; Mitchell et al., 2004). La mesure de la vitesse de
l’onde de pouls (VOP) est la principale méthode pour évaluer la rigidité artérielle (Blacher et
al., 1999a,b), la VOP augmentant dans les artères rigides (O'Rourke et Hashimoto, 2007).
Chez les personnes âgées de 80 ans, la VOP est 2 fois plus élevée que chez les adultes de 20
ans ce qui correspond à une baisse de 4 fois de la distensibilité artérielle (Viachaslau et al.,
2011). Dans les artères rigides, la VOP plus rapide provoque un retour des ondes de réflexion
pendant la systole (télésystole) au lieu de la diastole. Ainsi, la sommation des ondes
incidentes (éjection ventriculaire) et des ondes de réflexion engendre une augmentation de la
pression artérielle systolique (PAS). Chez les personnes âgées souffrant d’hypertension
systolique isolée, la PAS dans l’aorte augmente de 30 à 40 mmHg à la suite du retour précoce
des ondes de réflexion. En outre, ce retour précoce a comme conséquence la diminution de la
PAD et la diminution du débit coronaire (Safar, 2010).
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Figure 16: Altération de la fonction artérielle au cours du vieillissement. a) Noter chez le sujet
âgé une rigidité artérielle accrue avec une vitesse de propagation rapide ; l’onde de réflexion se
propage plus vite et se superpose à l’onde incidente en systole avec pour conséquence une sommation,
une modification du contour de l’onde et une augmentation du niveau de la pression systolique et de la
pression pulsée ; chez le sujet jeune, la paroi est moins rigide, la propagation s’effectue à une vitesse
plus faible et l’onde réfléchie arrive en diastole. (Greenwald, 2007) b) Changement de pression
pulsatile dans l’arbre vasculaire. Représentation schématique de la pression pulsatile entre le
ventricule gauche et les capillaires chez un sujet jeune (àdroite) et chez sujet plus âgé (àg auche) avec
une rigidité artérielle. Chez le sujet âgé, les pulsations ne sont plus absorbées aussi bien dans les
grosses artères et donc sont présentes au niveau de la microcirculation (Cottard et al., 2009).
II-2-3 Les effets de la rigidité artérielle sur les autres organes
II-2-3-1 Le cœur
L’augmentation de la PAS liés à la rigidité artérielle augmente la post-charge (forces contre
lesquelles le ventricule doit lutter pour éjecter le sang) du ventricule gauche (VG) (O'Rourke
et Hashimoto, 2007) conduisant à l’hypertrophie ventriculaire et à l’accroissement des besoins
en oxygène du VG. Ceux-ci contribuent au développement de l’insuffisance ventriculaire
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gauche (Safar et O’Rourke, 2006 ; Lakatta et Levy, 2003 ; Katz, 1990). Un cœur hypertrophié
se contracte plus lentement, de sorte que la durée de la systole augmente. Ainsi, la demande
d’oxygène est amplifiée sous l’effet de l’allongement du temps de la systole. Les ultimes
effets indésirables sont une ischémie myocardique et une insuffisance cardiaque. Ces
problèmes sont accompagnés par une PAD faible et, par suite, une faible perfusion
coronarienne qui favorise à son tour l’ischémie myocardique (O’Rourke et al., 2011 ;
O'Rourke et Hashimoto, 2007). Les principaux effets cardiaques de la rigidité artérielle sont
résumés dans la figure 17.
Figure 17: Effets de la rigidité artérielle sur le cœur. La rigidité artérielle va conduire à un
retour trop rapide de l’onde de réflexion, expliquant l’augmentation de la pression pulsée
centrale, avec une élévation de la pression systolique et une chute de la pression diastolique.
L’augmentation de la pression systolique entraîne une augmentation de la post-charge
ventriculaire. Le cœur doit alors fournir un travail plus important (augmentation de besoin en
oxygène) pour produire une éjection efficace et qui doit donc souvent s’hypertrophier. La
chute de la pression diastolique entraîne une diminution de la perfusion cardiaque ce qui
favorise l’ischémie myocardique. (O'Rourke et Hashimoto, 2007).
II-2-3-2 La microcirculation
La rigidité artérielle pourrait aussi être associée aux lésions vasculaires du cerveau et des
reins. Chez les adultes, l’onde de la pression systolique est absorbée par les grandes artères
élastiques de sorte que les artérioles sont perfusées à débit constant. Toutefois, chez les
personnes âgées, les pulsations ne sont pas bien absorbées par les artères élastiques rigides et,
ainsi, les artérioles sont plus exposées à des contraintes d’écoulement cycliques. La pulsation
élevée dans les capillaires du cerveau et des reins endommage progressivement
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l’endothélium, entraînant une desquamation des CE, ce qui provoque ultérieurement des
thromboses et des micro-infarctus. Ces lésions favorisent la formation dans le cerveau des
dépôts amyloïdes qui sont communs chez les personnes atteintes de démence d’Alzheimer.
Ces mêmes lésions se produisent dans les reins et peuvent expliquer l’instauration d’une
insuffisance rénale avec l'âge (O’Rourke et al., 2011 ; Hashimoto et Sadayoshi, 2009 ;
O'Rourke et Hashimoto, 2007).
II-3 Effets du sexe sur la rigidité artérielle
Le vieillissement vasculaire chez les femmes ne suit pas la même chronologie que chez les
hommes (Novella et al, 2012). Pour étudier cette différence, il faut prendre en compte les
différents stades de développement chez les deux sexes. Pendant la phase pré-pubertaire, les
femmes montrent une rigidité artérielle plus élevée que leurs homologues masculins. Au cours
de leurs années fertiles, les artères sont plus distensibles chez les femmes que chez les
hommes et le risque de maladies cardiovasculaire est beaucoup plus faible chez les femmes
pré-ménopausées (Jani et Rajkumar, 2006 ; Ahimastos et al., 2003). Une autre étude a montré
que les fibres élastiques et de collagènes sont moins rigides chez les femmes. Cette
amélioration qualitative au niveau des artères en faveur des femmes dans cette tranche d’âge
pourrait être due aux hormones sexuelles -surtout les estrogènes- ainsi qu’à la présence
d’isoformes différentes de collagènes (Astrand et al., 2011). En effet, les estrogènes sont
considérés comme un facteur protecteur de l’endothélium. Ils augmentent l’expression
d’eNOS (endothelial nitric oxide synthase) et la production de NO, et modulent la  libération
de prostacycline et de tromboxane A2 (Novella et al, 2012). Plus tard, pendant la phase post-
ménopause, la distensibilité aortique féminine diminue fortement et devient similaire à celle
des hommes vers l’âge de 60 ans. (Lee et Oh, 2010 ; Hickler, 1990).
II-4 Gestion du vieillissement artériel
La compréhension des mécanismes physiopathologiques fournit une base pour une meilleure
gestion du vieillissement artériel. Les chapitres précédents montrent que plusieurs processus
majeurs apparaissant au cours du vieillissement conduisent à une altération structurale et/ou
fonctionnelle des fibres élastiques et au dysfonctionnement artériel. Certains de ces processus
sont donc des cibles potentielles pour des stratégies thérapeutiques visant à améliorer
44
qualitativement et/ou quantitativement les fibres élastiques, et par la suite réduire la rigidité et
la pression artérielle, en particulier : i) la calcification et la fixation des AGE, facteurs directs
de rigidification des fibres élastiques, ii) la dérégulation de la balance protéases/anti-
protéases, facteur de protéolyse matricielle comprenant en particulier la dégradation des fibres
élastiques et, iii) l’arrêt -dépendant de l’âge- de la synthèse et de l’assemblage des fibres
élastiques (figure 18). Plusieurs études signalent une amélioration de la rigidité artérielle et de
l’onde de réflexion après diverses interventions pharmacologiques ou non-pharmacologiques
telles que l'entraînement physique, la perte de poids, et diverses modifications alimentaires
(régime pauvre en sel, huile de poisson,…)  (Wagenseil et Mecham, 2012 ; Lee et Oh, 2010).
Figure 18: Les cibles possibles pour lutter contre le déficit en élastine avec l’âge. (Wagenseil et
Mecham, 2012).
II-4-1 Les traitements pharmacologiques anti-vieillissement
II-4-1-1 La rupture des pontages AGE et les AGE-breakers
La rupture des AGE ou « AGE breaking » semble être un moyen efficace dans le traitement
des lésions cardiovasculaires liées au diabète, à l’hypertension et au vieillissement. L’un des
« AGE breakers », l’Alagebrium (ALT-711; 4,5-dimethyl-3-phenacylthiozolim chloride), a
produit, dans des modèles animaux (rongeurs, chiens, singes), une réduction de la rigidité des
grandes artères et du myocarde (Freidja et al., 2012, Krautwald et al., 2011). Au niveau
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clinique, l’Alagebrium améliore significativement la compliance artérielle, la VOP et la
pression pulsée après 8 semaines de traitement chez des patients âgés souffrant d’une rigidité
artérielle (Sell et Monnier, 2012 ; Cavalcante et al., 2011 ; Susic, 2007).
II-4-1-2 Inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC)
Le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) joue un rôle essentiel dans la
pathogenèse du vieillissement artériel. L’angiotensine II (ang II) diminue la synthèse
d’élastine, stimule la formation des collagènes, favorise le remodelage de la matrice
extracellulaire et l’hypertrophie vasculaire ainsi que la diminution de l’activité de NO dans
l’endothélium vasculaire. Outre sa fonction sur la réduction de la pression artérielle,
l'inhibition du SRAA par les IEC renverse le remodelage vasculaire délétère. Celle-ci a des
effets bénéfiques sur la rigidité artérielle, qui se manifestent par une diminution de la VOP et
des ondes de réflexion (Raij et Gonzalez-Ochoa, 2011 ;  Cavalcante et al., 2011 ).
Les IEC peuvent aussi bloquer la calcification médiale par l’inhibition de l’ang II. Chez un
modèle animal de calcification, l’administration d’IEC a diminué la calcification aortique et
ainsi la rigidité artérielle (Wagenseil et Mecham, 2012). L’ang II induit la surexpression et
l’activation de MMP-2 et de calpaine-1 (protéase calcium-dépendante). La surexpression de la
calpaine-1 induit la transcription et l’activation de MMP-2. L’augmentation de MMP-2
entraîne la dégradation de l’élastine et déclenche la calcification de la média (Jiang et al.,
2012, 2008).
II-4-1-3 Les ouvreurs des canaux potassiques (KATP)
Les canaux potassiques sensibles à l’ATP (canaux KATP) sont des structures
transmembranaires impliquées dans plusieurs fonctions, selon le tissu où elles sont exprimées,
à savoir: la régulation de l'excitabilité neuronale, la modulation du tonus vasculaire
musculaire lisse et la sécrétion d’insuline au niveau des cellules β pancréatiques (Soriano et
al., 2011). Les canaux KATP, inhibés par l’ATP intracellulaire et activé par l’ADP et les autres
nucléosides di-phosphaté, constituent des cibles pour les médicaments qui agissent soit
comme des ouvreurs (minoxidil, nicorandil, diazoxide) soit comme des bloqueurs
(glibenclamide) de ces canaux. Les ouvreurs des canaux potassiques entraînent
l’hyperpolarisation des CMLV. Celle-ci induit une fermeture des canaux calciques voltage-
dépendants et donc une réduction du taux de calcium intracellulaire et par suite une
vasodilatation (Standen, 2003 ; Nelson et Brayden, 1993). Outre leur fonction vasodilatatrice
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vasculaire, les ouvreurs des canaux potassiques ont fait l’objet de plusieurs études concernant
la synthèse d’élastine. Il a été montré que le traitement chronique sur 2 mois de rats de
différents âges (2, 12 et 24 mois) par le nicorandil à faible dose (0.1 mg/kg/jour) provoque
une augmentation de la proportion d’élastine et du nombre des lames élastiques de l’aorte
(Raveaud et al 2009).  De son coté, le minoxidil révèle un effet positif sur l’expression de
l’élastine in vivo (Tsoporis et al., 1998) et in vitro (Tajima et al, 1995 ; Hayashi et al., 1994).
Hayashi et al. (1994) ont montré que le traitement in vitro des CMLV par le minoxidil
augmente l’expression d’élastine d’une façon dose-dépendante et temps-dépendante.
L’expression est maximale avec une dose de 1 mM pour 48 h de traitement. Chez le rat
spontanément hypertendu (SHR), le traitement chronique par le minoxidil (120 mg/l dans
l’eau de boisson pendant 10 semaines) augmente le contenu en élastine dans l’aorte
abdominale, l’artère mésentérique et les artères rénales. Cette augmentation pourrait être due
à la diminution significative de l’activité des élastases tissulaires par le minoxidil (Tsoporis et
al., 1998).
II-4-1-4 Les inhibiteurs des protéases
Des études antérieures ont démontré que la paroi artérielle des rats âgés contient une
surabondance des composants du SRAA (système rénine-angiotensine-aldostérone), dont
surtout l’angiotensine II (angII) (Jiang et al. , 2008 ;  Najjar et al., 2005). L’ang II induit la
surexpression et l’activation de la MMP-2 et de la calpaine-1. In vitro, l’ajout d’un inhibiteur
de la calpaine-1 a complètement aboli l’effet de la MMP-2. D’autre part, in vivo dans un
modèle de rat hypertendu, la doxycycline, antibiotique de la famille des tétracyclines,
inhibiteur à large spectre des MMP, a modifié favorablement le rapport de MMP-2/TIMP-2.
Le traitement par la doxycycline atténue le développement de l'hypertension et empêche
l'épaississement de la paroi artérielle chez les rats SHR. En outre, dans des modèles
expérimentaux d'anévrisme chez le rat, l’application locale de TIMP-1 (inhibiteur tissulaire de
de plusieurs MMPs) préserve l'élastine et empêche une rupture d’anévrisme (Wagenseil et
Mecham, 2012).
II-4-1-5  La vasoprotection par le resvératrol
Le resvératrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) est un polyphénol qui exerce des effets
vasoprotecteurs chez les souris et les rats âgés. Il entraîne l’atténuation du stress oxydatif,
l'amélioration de la fonction endothéliale, l'inhibition de l'inflammation vasculaire et la
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diminution du taux d'apoptose endothéliale (Ungvari et al., 2009 ; Spanier et al., 2009 ). Des
études épidémiologiques indiquent que les régimes méditerranéens sont riches en resvératrol
et sont associés à un risque significativement réduit de maladies cardiovasculaires chez les
humains. Ces études soulèvent la possibilité qu'une supplémentation en resvératrol puisse
conférer une vasoprotection importante chez les personnes âgées.  (Ungvari et al., 2010, 2009)
II-4-2 Prévention
Les mesures de prévention qui sont en mesure de réduire la rigidité artérielle comprennent
l'entraînement physique, la perte de poids, et diverses modifications du régime alimentaire
surtout un régime riche en oméga-3 et pauvre en sel. (Pase et al., 2011 ; Lee et Oh, 2010)
II-4-2-1 Les exercices physiques
L’exercice de type aérobic régulier réduit le risque de maladies cardiovasculaire. Les
personnes d’âge moyen et âgées qui effectuent des exercices d’endurance voient la rigidité
des artères élastiques abaissée par rapport à celle de leurs homologues sédentaires. Des artères
de vieux rongeurs qui effectuent de l’exercice aérobic régulier sont le siège d’une
augmentation de l’expression et de l’activité de l’enzyme NO synthase, d’une réduction des
dommages oxydatifs associés à une expression réduite de l’activité oxydante de l’enzyme
NADPH oxidase et d’une activité accrue de l’enzyme antioxydante superoxyde dismutase.
Ces exercices peuvent aussi protéger le système cardiovasculaire contre d’autres facteurs de
risque comme le taux de LDL-cholestérol circulant par inhibition de leur effet néfaste sur la
vasodilatation endothélium-dépendante (Seals et al., 2009).
II-4-2-2 Les régimes alimentaires et la restriction calorique
Les apports sodés jouent un rôle majeur dans l’accélération du vieillissement artériel.
L’augmentation de la rigidité artérielle avec l’âge est plus marquée dans les populations ayant
une forte consommation en NaCl que dans celles qui ont l’habitude d’en consommer de
faibles quantités. La réduction de la consommation de sel semble donc avoir comme
conséquence une diminution de la rigidité artérielle (García-Ortiz et al., 2012 ; Joly et al.,
2006 ; Safar et Benetos, 2003). De plus, des études cliniques montrent que l’ingestion de
l’oméga-3, du soja, ou des peptides bioactifs du lait diminue aussi la rigidité artérielle (Pase et
al., 2011). De son coté, la restriction calorique pourrait agir en ralentissant la glycation des
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protéines, en diminuant les facteurs de risques de  l’athérosclérose et en réduisant la pression
artérielle (Ungvari et al., 2010).
A ce jour, peu de recherches ont exploré rigoureusement l'utilisation systématique de
médicaments ou des alicaments (aliments ayant des vertus médicamenteuses) à base de
plantes sur la rigidité artérielle, et cela reste un domaine de recherche potentiel. Des
recherches sont déjà conduites au niveau cutané par le groupe du Dr. Sommer. Ce groupe a
démontré que l’ajout de l’extrait d’une plante, l’aneth, sur des fibroblastes en culture pouvait
augmenter l’expression de LOXL, qui constitue avec le LOX une étape Clé pour la
réticulation des molécules de TE et par la suite la formation de l’élastine mature insoluble
(Cenizo et al., 2006). De plus, une étude clinique a montré que l’application de l’extrait
d’aneth à 1% améliore significativement l’élasticité et la fermeté cutanée ainsi que le maintien
de l’ovale de visage (Shom et al., 2011).
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III- L’aneth : Anethum Graveolens
La nature est considérée comme un bon médecin depuis l’Antiquité. Elle offre une source
riche des plantes médicinales et un nombre impressionnant de médicaments modernes ont été
isolés à partir de sources naturelles. Pendant les 20 à 25 dernières années, l’utilisation des
herbes en tant que traitement alternatif ou complémentaire a augmenté de façon spectaculaire
(Kaur et Arora, 2009).
Parmi les plantes médicinales largement utilisées en médecine traditionnelle et étant la cible
de plusieurs groupes de recherche, on trouve l’aneth. Le nom de l’aneth dérive d’un mot grec
«aneeson» ou « aneeton» et signifie « forte odeur ». Cette plante a une histoire longue et
ancienne dans de nombreux pays comme une herbe culinaire et médicinale. Son utilisation
commune dans la médecine ayurvédique (médecines traditionnelles de l’Inde) est surtout
digestive (inconfort abdominal et indigestion) (Jana et Shekhawat, 2010 ; Janeen, 2009). En
France et dans plusieurs autres pays de l’Europe de l’Ouest, cette plante fait partie de
nombreuses préparations médicinales traditionnelles digestives et fortifiantes qui subsistent
encore aujourd'hui (http://www.passeportsante.net).
III-1 Botanique
L’aneth est un membre de la famille des Apiacées, qui inclut des herbes comme le persil, la
coriandre, le fenouil et la dentelle de la Reine Anne. Son nom latin est Anethum graveolens
avec plusieurs autres synonymes tels que Anethum sowa, Peucedanum graveolens et
Peucedanum sowa (Janeen, 2009). Il s’agit d’une plante annuelle d’une taille pouvant
atteindre 1,2 m dans les conditions idéales de culture (figure 19). L’aneth possède des feuilles
vert pâle très finement découpées et une tige mince dont les petites fleurs jaunes sont
groupées au sommet en juillet. Les graines d'aneth sont récoltées à la fin du cycle de vie de la
plante. Elles sont ovales avec une taille de 2.5 mm de longueur, leur goût ressemble un peu à
celui du cumin. Les graines d’aneth peuvent être semées et restent productives pendant 3 à 10
ans selon le conditionnement et doivent être stockées dans un récipient hermétique placé dans
un endroit sombre (Jana et Shekhawat, 2010 ; Janeen, 2009).
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Figure 19: a) Plante d’aneth b) Floraison de l’aneth c) Graines d’aneth.
III-2 Composition de l’aneth
Le criblage phytochimique de la plante d’aneth montre que les feuilles, la tige et les racines
sont riches en terpènes, glycosides cardiotoniques et flavonoïdes (tableau 4)
Tableau 4: Analyse phytochimique des graines, feuilles et racines d’aneth (Jana et
Shekhawat, 2010).
Les feuilles et les graines d’aneth contiennent respectivement 0.19% et 3 % d’huile essentielle
qui est un liquide de couleur jaune pâle avec une densité qui varie de 0,895 à 0,915. Le
principal composant de l’huile essentielle des graines est le D-carvone (terpénoïdes) alors que
celui des feuilles est l’α-phellandrène. Le D-carvone est utilisé comme un parfum ou un
arôme, pour inhiber la germination des pommes de terre et comme un agent antimicrobien
(Chauhan et al., 2011 Leung et Foster, 1996 ; Evans, 1996 ; Blank, 1991). Les analyses
chromatographiques de l’huile essentielle (HE) des graines d’aneth montrent une grande
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variation de composition de l’HE selon l’origine de la plante. La CPG (chromatographie en
phase gazeuse) de l’HE d’origine française, réalisée par le laboratoire d’analyse et de
séparation des essences végétales (Laseve) de Chicoutimi-Québec, montre que le pourcentage
de carvone varie entre 39 à 41 % alors que le pourcentage de carvone dans l’HE d’origine du
Pakistan et de Hongrie est respectivement de  52% et 35 %. Ces analyses chromatographiques
révèlent la présence dans l’HE des graines d’aneth d’autres composants comme : le limonène,
le dillapiole, le p-cymène, le terpinène-4-ol, le dihydrocarvone, l’α-phellandrène, l’eugenol,
l’anethole  et la vanilline (Jana et Shekhawat, 2010 ; Peter, 2006).
III-3 L’aneth : une plante médicinale
Traditionnellement, l’aneth est une plante à usage polyvalent. Elle entre dans la composition
de l’eau de rogne, solution utilisée pour soulager la douleur colique chez les bébés et la
flatulence chez les jeunes enfants (Jana et Shekhawat, 2010). Les Grecs ont utilisé l’aneth
comme aide au sommeil en couvrant les yeux des patients avec la plante (Janeen, 2009). Les
graines d’aneth sont aromatiques, carminatives (propriété d'expulser les gaz intestinaux),
légèrement diurétiques, stimulantes et stomachiques (stimulent la digestion) (Hajhashemi,
2008 ; Sharma, 2004). De plus, la mastication des graines d’aneth améliore l’haleine. L’aneth
a même été recommandé dans le passé pour aider à l’écoulement du lait chez les mères qui
allaitent (Monsefi, 2011). Elle est également utilisée pour traiter les hémorroïdes et les
troubles urinaires et mentaux (Jana et Shekhawat, 2010).
III-4 Pharmacologie de l’aneth
La majorité des études expérimentales (in vivo ou in vitro) utilisent les graines et/ou l’huile
essentielle d’aneth. Les graines sont utilisées sous forme d’extrait aqueux, alcoolique ou acide
(Koppula et Choi, 2011 ; Zeng et al., 2011 ; Kaur et Arora, 2009 ; Hajhashemi et Abbasi,
2007). L’application de l’aneth sur les modèles animaux (surtout de rongeurs) montre que
cette plante est douée de plusieurs effets pharmacologiques. Le traitement par l’extrait aqueux
d’aneth pour 5 jours à des doses différentes (100, 200, 300 mg/kg) révèle des effets anti-stress
antioxydant et améliore l’efficacité de la mémoire (Koppula et Choi, 2011). Une autre étude
in vitro a montré que l’extrait éthanolique d’aneth à une dose de 250 à 500 µg/ml a des effets
antibactériens à large spectre surtout contre les S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S.
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typhimurium, Shigella flexneri et Salmonella typhii (Jana et Shekhawat, 2010). Le traitement
des rats par l’extrait aqueux d’aneth pour 10 jours, à une dose de 0,45 g/kg, agit aussi comme
régulateur du cycle menstruel ou en tant qu'agent anti-fertilité (Monsefi et al., 2006). De son
coté, le traitement des rats pendant deux semaines par l’huile essentielle de l’aneth administré
à des doses différentes (45, 90, 180 mg/kg) agit d’une façon dose-dépendante sur le niveau
des lipides sanguins en diminuant le taux de cholestérol total, de triglycérides et de LDL-
cholestérol et en augmentant le taux de HDL-cholestérol (Hajhashemi et Abassi, 2008).
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But de la thèse
Le but de ce projet de thèse est d’évaluer l’efficacité d’un alicament, l’aneth, qui viserait à
améliorer l’élasticité vasculaire dégradée au cours du vieillissement physiologique. Dans ce
domaine, la majorité des études cherchent à cibler les biomarqueurs ou les molécules
responsables des mécanismes moléculaires qui conduisent au vieillissement artériel comme
les AGE-breakers, les anti-protéases, les antioxydants et les vasoprotecteurs. L’élastine
mature, constituant essentiel des fibres élastiques, est synthétisée par l’organisme seulement
pendant la grossesse jusqu’à l’âge de puberté. Ainsi, la stimulation de synthèse de l’élastine -
ou l’élastogenèse- constitue une cible majeure pour lutter contre la rigidité artérielle.
Ashcroft et al. (1997) ont montré que le taux d’ARNm d’élastine reste stable à tous les âges
alors que l’élastogenèse chez les adultes devient inefficace. Par conséquent, d’autre(s)
étape(s) dans l’assemblage des fibres élastiques pourrai(ent) être affectée(s) chez les adultes.
Le dosage d’ARNm de LOX et LOXL, enzymes responsables de la réticulation de TE, révèle
que leurs taux sont significativement abaissés chez les adultes. L’application de l’extrait
d’aneth sur des fibroblastes d’une personne de 59 ans et sur un modèle de derme reconstruit
(Mimederm®) a fait augmenter significativement le taux d’ARNm de LOXL. L’étude
immunohistochimique complémentaire de Mimederm® et de Mimeskin® (modèle de peau
reconstruite) montre une augmentation de la quantité d’élastine surtout dans le modèle
Mimederm® (figure 20) (Cenizo et al., 2006). De plus, dans une étude clinique réalisée sur 50
femmes saines âgées entre 43 et 56 ans, l’application de l’extrait d’aneth sur le visage
améliore l’élasticité de la peau et montre que les rides deviennent plus lisses (Sohm et al.,
2011).
Figure 20: Détection de l’élastine par immunohistochimie après traitement par l’extrait d’aneth
à 1% dans des modèles de derme et de peau reconstruites, Mimederm® (a,b) et Mimeskin®
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(c,d). Contrôle (a, c). Traités par l’extrait d’aneth (b, d). L’élastine est marquée en brun (Cenizo et al.,
2006)
L’objectif principal de cette thèse est de rechercher un produit naturel capable de ré-induire la
synthèse d’élastine – arrêté à l’âge adulte- dans le système vasculaire. Dans ce contexte, nous
avons évalué l’impact du traitement chronique (3 mois) par l’extrait d’aneth à une dose de 5%
ou 10% (volume/volume) sur les artères élastiques. Nous avons réalisé des études de
biomécanique, d’histologie et de dosage du contenu protéique de la MEC sur les artères
élastiques des souris sauvages adultes et âgées de deux sexes. Nous avons aussi testé la
capacité de l’extrait d’aneth à stimuler la synthèse d’élastine in vitro sur les CMLV de souris
en culture. Les résultats obtenus sont présentés dans le cadre de deux articles. L’article 2 est
consacré à l’évaluation de l’impact du traitement par l’extrait d’aneth à une dose de 5% (v/v)
sur la structure et la fonction de l’aorte abdominale des souris adultes et âgées de deux sexes.
Dans l’article 3, nous présentons les résultats d’une étude comparative de l’effet du traitement
par l’extrait d’aneth à 5% et à 10% (v/v) sur la structure et la fonction de l’aorte ascendante
chez les souris mâles âgées.
D’autre part, le minoxidil, un ouvreur des canaux potassiques, qui a déjà montré des effets
élastogéniques in vitro (Tajima et al, 1995 ; Hayashi et al., 1994) et in vivo dans l’aorte des
rats adultes spontanément hypertendus (Tsoporis et al., 1998), a également été testé pour son
efficacité anti-vieillissement artériel (voir partie ouvreurs des canaux potassiques). De même,
les résultats sont présentés sous forme d’un article (article 1) rapportant les effets du
traitement chronique (3 mois) par le minoxidil (120 mg/L) sur la structure et la fonction de
l’aorte abdominale des souris adultes et âgées de deux sexes, ainsi que sur sa capacité à
stimuler la synthèse d’élastine in vitro par des CMLV en culture.
Nos résultats montrent que les deux traitements (extrait d’aneth ou minoxidil) peuvent ré-
induire la synthèse d’élastine in vivo chez les souris, notamment âgées, et reverser les effets
néfastes du vieillissement sur le système vasculaire.
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Résultats
I- Article 1:
I-1 Présentation de l’article 1
Les fibres élastiques sont les principaux composants de la matrice extracellulaire artérielle
(MEC). Elles confèrent aux tissus extensibles comme la peau, le cœur et les vaisseaux
sanguins, leurs propriétés élastiques. Les fibres élastiques sont formées par des
macromolécules insolubles comprenant un noyau réticulé d’élastine mature (90%) entouré par
des microfibrilles (10%) et plusieurs autres molécules et enzymes associées qui jouent un rôle
important dans le processus d’élastogenèse, telles que la fibuline-5, LOX (Lysyl oxidase) et
LOXL (Lysyl Oxydase Like) (Pezet et al., 2009 ; Hornebeck et Wallach, 2009 ; Kielty et al.,
2002 ; Rosenbloom et al., 1993). L’élastine est synthétisé seulement pendant la grossesse
jusqu’à la puberté où elle atteint sa quantité maximale dans les tissus élastiques. Au niveau
vasculaire, l’élastine est synthétisée principalement par les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV) sous forme d’un précurseur soluble, la tropoélastine (TE) (Uitto et al.,
1991).
Outre leur fonction de distribution commune à tous les vaisseaux du système artériel, les
artères élastiques (aorte et ses principales branches) exercent une fonction supplémentaire
majeure de lissage des fluctuations de pression et de débit générés au cours du cycle
cardiaque, vers un flux sanguin continu et de plus basse pression. Cette capacité des artères
leur est conférée par les propriétés élastiques de leur paroi, dues à la présence des fibres
élastiques. Les artères élastiques –les plus proximales- se distendent pendant la systole pour
absorber le surplus de sang (volume d’éjection sanguin) et stockent ainsi de l’énergie. Cette
énergie est restituée en diastole, pendant laquelle les artères compressent le sang. Ce
phénomène, connu sous le nom d’effet «Windkessel», permet donc de maintenir une pression
et un débit sanguin relativement élevés pendant la diastole, ce lissage transformant
progressivement le débit sanguin pulsatile éjecté depuis le VG en un flux continu dans les
artères périphériques à destination des organes irrigués (Lamia et Chemla, 2006 ; Safar et
Boudier, 2005 ; Safar, 2002 ; Faury, 2001 ; Tedgui et Lévy, 1997).
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Au cours du vieillissement physiologique, les fibres élastiques subissent des dégradations
progressives et leurs fonctions sont reprises par les fibres de collagène qui rendent les
vaisseaux plus rigides et moins distensibles (Viachaslau et al., 2011). Plusieurs mécanismes
dépendants de l’âge conduisent à la destruction des lames élastiques tels que la dérégulation
de la balance protéases/inhibiteurs, la calcification de la média, la glycation des protéines
(molécules d’AGE) et le stress oxydatif (Wagenseil et Mecham, 2012). Ces mécanismes
délétères sont favorisés par l’action délétère des cycles répétés d’extension-rétraction de la
paroi artérielle au cours des millions de cycles cardiaques successifs au cours de la vie (Hodis
& Zamir, 2009; Najjar et al., 2005). La rigidité artérielle entraîne une réduction de la
distensibilité et le retour rapide des ondes de réflexions pendant la systole au lieu de la
diastole. Ainsi, la sommation des ondes incidentes (éjection ventriculaire) et des ondes de
réflexion engendre une augmentation de la pression artérielle systolique (PAS) et de la
pression pulsée et une réduction de la pression diastolique (PAD). L’augmentation de la PAS
entraîne une augmentation du travail cardiaque conduisant à une augmentation de la
consommation en oxygène, à l'hypertrophie ventriculaire gauche et à la fibrose interstitielle,
tous ces événements prédisposant à la survenue d'une insuffisance cardiaque dépendante de
l’âge (Safar et O’Rourke, 2006 ; Lakatta et Levy, 2003 ; Katz, 1990)..
De multiples stratégies thérapeutiques ont été testées pour lutter contre la perte d'élasticité et
par la suite de réverser les effets néfastes de la rigidification artérielle sur le système
vasculaire, en particulier les « AGE breakers » (Krautwald et al., 2011 ; Freidja et al., 2012),
les médicaments anti-hypertenseurs (inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine,
les antagonistes des récepteurs de l’angiotensine, les ouvreurs des canaux potassiques)
(Wagenseil et Mecham, 2012).
Le minoxidil, un ouvreur de canaux potassiques, a déjà été montré comme augmentant
l'expression d'élastine in vitro (Tajima et al, 1995 ; Hayashi et al., 1994) et in vivo (Tsoporis et
al., 1998). In vitro, l’application du minoxidil sur des CMLV (Hayashi et al., 1994) ou des
fibroblastes (Tajima et al, 1995) en culture augmente l’expression de l’élastine d’une façon
dose-dépendante. Chez le rat spontanément hypertendu adulte (SHR), le traitement chronique
par le minoxidil (120 mg/l dans l’eau de boisson pendant 10 semaines) augmente le contenu
en élastine dans l’aorte abdominale, l’artère mésentérique et les artères rénales. De plus, un
autre ouvreur de canaux potassiques, le nicorandil, administré en traitement chronique (2
mois) à des rats, a provoqué une augmentation de la proportion d’élastine et du nombre des
lames élastiques de l’aorte chez les animaux adultes. Nous avons donc voulu évaluer la
potentialité du minoxidil en temps que réinducteur de la production d’élastine et de fibres
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élastiques chez la souris en focntion de l’âge et du sexe. Dans cet article, nous avons étudié et
comparé les impacts du traitement chronique (3 mois) par le minoxidil (120mg/L) sur la
production des protéines de la MEC ainsi que sur la structure et la fonction artérielles de
souris adultes et âgées males et femelles.  Nos résultats montrent que le minoxidil est capable
de protéger et de réactiver la synthèse des fibres élastiques, y compris chez les animaux âgés,
ce qui améliore la biomécanique de l’aorte abdominale.
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I-2 Article 1
Chronic administration of minoxidil maintains elastic lamella
integrity and induces elastic fibers neosynthesis in the abdominal
aorta of aged male and female mice.
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ABSTRACT
Arterial wall elastic fibers, made of 90% elastin, are arranged into elastic lamellae which are
responsible for the resilience and elastic properties of the large arteries (aorta and its proximal
branches). Elastin is synthesized only in early life and adolescence mainly by the vascular
smooth muscles cells (VSMC) through the cross-linking of its soluble precursor, tropoelastin.
In normal aging, the elastic fibers become fragmented and the mechanical load is transferred
to collagen fibers, which are 100 – 1000 times stiffer than elastic fibers. Minoxidil, an ATP-
dependent K+ channel opener, has been shown to stimulate elastin expression in vitro and in
vivo in the aorta of young adult hypertensive rats. Here, we have studied the effect of a 3-
month chronic oral treatment with minoxidil (120mg/L in drinking water) on the abdominal
aorta structure and function in adult (6-month-old) and aged (24-month-old) male and female
mice. Our results show that minoxidil treatment preserves elastic lamellae integrity. This is
accompanied by the formation of newly synthesized elastic fibers in aged mice. In addition,
the biomechanical properties of arteries from minoxidil-treated mice have an increased
distensibility and a decreased rigidity. In conclusion, minoxidil treatment could reverse some
of the major adverse effects of arterial aging and could thus be considered as a potential anti-
aging agent for the cardiovascular system.
Key words: elastic arteries, elastin, minoxidil, cardiovascular aging.
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INTRODUCTION
In order to conduct blood to small arteries, capillaries and tissues, aorta and its proximal
branches act as an elastic buffering chamber downstream from the heart (Belz, 1995). During
the systole, these large elastic arteries are able to accommodate the ejected blood volume by
distending and storing energy in the elastic fibers present in theirs walls. During the diastole,
elastic fibers release the accumulated energy by compressing the stored blood, which
maintains diastolic high pressure and flow in the arteries. This phenomenon, known as the
Windkessel effect, helps to decrease the heart afterload, improves coronary blood flow and
progressively smooths the discontinuous blood ejection from the heart (Mariko et al., 2011 ;
Wagenseil & Mecham, 2009 ; Pezet et al., 2008 ; Dobrin, 1978).
The normal functioning of the large elastic arteries is related to the key elements of the
arterial extracellular matrix (ECM): elastin and collagen. ECM, produced by all vascular cells,
confers structural support to vessels and defines the mechanical properties of the arteries,
especially elasticity provided by elastic fibers and rigidity provided by collagen. The core of
elastic fibers consists in elastin (90%) which is a polymer of the monomeric precursor
tropoelastin and the dominant contributor to fiber elastic properties. The peripheral parts of
elastic fibers (10%) are made of fibrillin-rich microfibrils (Fhayli et al., 2012 ; Jacob, 2003).
Elastin is synthesized only in early life and adolescence, essentially by vascular smooth
muscles cells (VSCM), then arranged into concentric lamellae of elastic fibers around the
arterial lumen, alternating with layers of circularly oriented smooth muscle cells (Pezet et al,
2008 ; Safar & Boudier, 2005 ; Wolinsky & Glagov, 1967).
During aging, the structure of the arterial wall changes as a consequence of collagen
accumulation (Ambalavanan et al., 2007) and fractures of the elastic fibers (Steppan et al.,
2011). Indeed, elastin and elastic fibers are broken down both by mechanical extension cycles
(elastin fatigue) and enzymatic processes involving an increasing imbalance between anti-
proteases and proteases (Greenwald, 2007). In particular, elastin degrading enzymes, i.e.
elastases, include several matrix metalloproteases (MMP), such as MMP-2 and MMP-9
(McNulty et al., 2005 ; Jacob, 2003). Due to this processes, elastic arteries undergo two major
physical changes with age, dilation and stiffening, the latter also resulting from collagen
cross-linking by advanced glycation endproducts (AGEs) (O'Rourke, 2007 ; Greenwald,
2007). Vascular stiffening causes arterial pulse wave reflexions at the end of systole rather
than during diastole, leading to increase in systolic and decrease in diastolic blood pressure,
thus increasing pulse pressure. The increase in systolic blood pressure increases the systolic
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workload of the LV, leading to increased oxygen consumption, left ventricular hypertrophy
and interstitial fibrosis, all of these events predisposing to development of aging-heart failure
(Astrand et al., 2011 ;  Mackenzie et al., 2002).
In order to counteract the age-related elasticity loss, many strategies either pharmacological
(angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors, angiotensin-receptor blockers (ARB), and
calcium-channel antagonists) or non-pharmacological (exercise training, low-salt diet) aimed
at moderating the vascular stiffening and the resulting cardiovascular squeal (Lee & Oh,
2010). Nicorandil, an antihypertensive agent that belongs to the ATP-dependent potassium
(KATP) channel opener family (Tamura et al., 2005), has been proved to increase the
proportion of elastin and the number of elastic lamellae in the aortic wall of adult rats
(Raveaud et al., 2009). Also, minoxidil, another anti-hypertensive KATP channel opener
(DuCharme et al., 1973), has already been shown to increase elastin expression in vitro
(Tajima et al., 1995 ; Hayashi et al., 1994) and in vivo (Tsoporis et al., 1998). In particular, in
vitro treatment of skin fibroblast or VSMC with minoxidil was associated with an increased
level of tropoelastin mRNA (Tajima et al., 1995 ; Hayashi et al., 1994. In vivo treatment of
young hypertensive rats with minoxidil induced a significant increase in elastin content in
several arteries (Tsoporis et al., 1998). Based on the aforementioned evidences, and because
elastin and elastic fibers are particularly altered during aging, leading to progressive arterial
and cardiovascular dysfunctions, we decided to study the potential of minoxidil to counteract
the deleterious effects of age on arteries. Here, we have studied the effects of a chronic
treatment of adult and old male and female mice with minoxidil on the extracellular matrix
protein production and structure and function of the abdominal aorta. Our results demonstrate
that minoxidil is able to protect and re-activate elastic fibers synthesis, which improves the
abdominal aorta biomechanics.
MATERIAL AND METHODS
Animals and chronic treatment
Forty five adult (6-month-old) and aged (24-month-old) C57Bl/6J mice, females and males,
were treated with minoxidil for 3 months, at the concentration of 120mg/l in drinking water
(Tsoporis et al., 1998). Minoxidil was purchased from Molecula (London, UK).  In addition,
three untreated adult female mice (6-month-old) were used for cell culture and ELISA
experiments. Housing and surgical procedures were in accordance with institutional
guidelines.
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Blood Pressure
Blood pressure was measured at the tail artery in awake animals by using a CODA tail-cuff
recorder (Kent Scientific, Torrington, USA). Measurements were repeated for 3 days, two
times a day. The values obtained at days 2 and 3 were averaged for each animal.
Heart Weight
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg). Hearts were
collected, washed and weighted (wet weight). Left ventricle, right ventricle and septum were
then dissected, washed, and weighed (wet weight). Total heart weight to body weight, as well
as left ventricle, septum, right ventricle weight to body weight ratios were calculated.
Surgical procedure, abdominal aorta mechanics and reactivity
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60mg/kg) and the
abdominal aorta was excised and placed in a physiological buffer composed of: 135 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1.6 mM CaCl2, 1.17 mM MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 2.6 mM NaHCO3,
0.34 mM Na2HPO4, 5.5 mM D-glucose, 0.025 mM EDTA, 10 mM HEPES (pH 7.4). The
vessels were then cannulated and mounted onto a pressure myograph -placed under a
videomicroscope- allowing for aorta bathing and filling with physiological solution at 37°C.
By using the homemade videoanalysis software (WinDiam) coupled to the videomicroscope,
the inner and outer diameters were measured when changing the intraluminal pressure of the
physiological buffer. Below 125mmHg, the inner diameter was calculated as described (Faury
et al., 2003).
Distensibility, i.e. the change in relative luminal volume (percentage) per mmHg (Smith &
Kampine, 1990), was then calculated. Here, we have used the distensibility per 25mmHg
increments (D25).
Circumferential midwall strain (), circumferential wall stress () and incremental elastic
modulus (Einc) were calculated according to classical formulas (Gibbons & Shadwick, 1989).
 : relative increase in diameter, at a given pressure, as compared to the diameter at no
pressure.  : forces that are circumferentially applied on a each small portion (surface) of the
vessel wall. Einc: indicative of wall stiffness
Variations of the abdominal aorta diameter in response to 10-5M phenylephrine (PE), a
VSMC-dependent vasoconstrictor mainly acting through the alpha1-adrenoceptors, then
10-5M acetylcholine (Ach), an endothelial cell–dependent vasodilator, were measured at
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75mmHg (Smith & Kampine, 1990). Effect of acetylcholine was expressed as the restoration
percentage of the diameter decrease induced by PE.
Complete protocol is described in the online data supplement.
Arterial desmosine and hydroxyproline content
3 mm long carotid artery segments were used to determine arterial wall protein content.
Desmosine levels, considered as representative of the elastin content, were determined by
radioimmunoassay, as described (Starcher, 1995). Total protein in the tissue hydrolysates was
determined by a ninhydrin based method (Brown-Augsburger et al., 1995). Hydroxyproline
levels, considered as representative of the collagen content, were determined by amino-acid
analysis using high-pressure ion-exchange chromatography on a Biochrom 30 amino acid
analyzer (Cambridge, UK). Norleucin was used as an internal standard (Brown-Augsburger et
al., 1995). Results were expressed as amino-acid mass per vessel segment length.
Histological examination
After mouse anesthesia by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg), an
intracardiac perfusion of 4% paraformaldehyde (PFA) was performed in order to maintain
vessels morphology under pressure. Abdominal aorta was excised and conserved in 4% PFA
for one night at 4°C and embedded in paraffin. Five-micrometer sections were cut,
deparaffinized with xylene, hydrated in ethanol, and then rinsed with water. Two typical
stainings were used: Haematoxylin-Eosin-Safran (HES) staining for cytoplasm, nuclei and
collagen, and Weigert (resorcin-fuschin) staining for elastic fibers. After staining, the tissue
sections were examined under a light microscope (Nikon France S.A.S). Elastic lamellae
disruptions were counted under microscope (40x objective). In order to obtain the number of
disruptions per elastic lamella in a given vessel, we ratioed the total number of lamella
disruptions to the number of elastic lamella in the corresponding vessel. Counting was
repeated at least three times to reduce error risks and the average was calculated in each
group.
RNA analyses
Total RNA was extracted from thoracic descending aorta with the E.Z.N.A.® total RNA kit I
(Omega Biotek, Inc., Norcross, GA, USA) and genomic DNA was digested with DNase I.
Gene expression levels were evaluated by real-time PCR using a CFX96® real-time system
with the IQ™ SYBR® Green supermix (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) after oligodT-
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primed reverse transcription of 200ng of total RNA. Expression of mRNAs were normalized
against total mRNA, quantified using the Quant-iT™ Ribogreen® RNA assay kit (InVitrogen,
Cergy-Pontoise, France). Amplification primers for the tested genes (tropoelastin): 5'-
AAGCTGCTGCTAAGGCTGC-3' (antisense) and 5'-TGCAACTCCTCCACCTGGGAA-3'
(sense) (Pezet et al., 2008).
Measurement of the extracellular matrix protein content by ELISA
Cell culture
Vascular smooth muscles cells (VSMC) were isolated from the thoracic aorta by enzymatic
digestion with collagenase type 2 (1 mg/mL) and elastase (0.5 mg/mL) for 40 min at 37°C.
The suspension was centrifuged at 600xg for 10 minutes, and the cells were collected and
placed in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), containing 20% bovine fetal serum
(FBS), 1% (v/v) penicillin/streptomycin solution and 1% Non-Essential Amino Acids
Solution (NEAA), and maintained in 5% CO2 humidified air, at 37° C. After confluence, cells
were isolated by trypsinization and used between passage numbers 4 to 6.
Extracellular elastin quantification
The protocol established for this study is based on the ELISA technique, as described by
Vallet and Wiel (2001). Confluent cultures of VSMC were cultivated in fresh 1% FBS-
DMEM with 1 or 2 mM final concentration of minoxidil-sulfate. Dexamethasone (0.1µM)
was used as positive control of elastin expression stimulation (Barnett et al., 2011). After 48h,
extracellular elastin was quantified by measuring the absorbance of the wells at 450 nm.
Complete protocols of cell culture, cells passage and ELISA as well as the reagents references
are described in the online data supplement.
Statistics
Comparisons of treated and control mice body weights, heart weight/body weight ratios, as
well as vessel diameter (OD and ID), wall thickness, distensibility, elastic modulus, and
stress-strain relation in response to transmural pressure or vasoactive agonists were assessed
using 1-, 2- or 3-way ANOVA followed when necessary by Fisher’s least significant
difference test (LSD) for paired value comparisons. Unless otherwise indicated, the results are
presented as mean values ± SEM, and p values ≤0.05 were considered as statistically
significant.
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RESULTS
Body weight, blood pressure, heart weight measurements
Chronic minoxidil treatment resulted in significant weight gain in both aged male and female
groups (Fig. 1A, B), not in adult groups, when compared to the control animals (male groups:
31.5±0.86 g vs. 37.8±0.33 g; female groups: 28.3±1.3 g vs. 34.7±1.3 g). In order to determine
whether minoxidil affects cardiac development, total heart weight-, left ventricle plus septum
weight- and right ventricle to body weight ratios (HW/BW, LV+S/BW and RV/BW,
respectively) were measured in all animal groups. Treatment with minoxidil caused cardiac
hypertrophy by increasing the LV+S/BW and RV/BW in both genders. The most dramatic
effects were observed in adult mice, where minoxidil induced a substantial increase in
LV+S/BW ratios (+11% in males and +15 % in females), when compared to untreated adults
(Fig. 1C, D). Independently of treatment, an age-related increase in HW/BW, LV+S/BW and
RV/BW ratios was observed in male mice only (Fig. 1C). As expected, minoxidil treatment
also decreased blood pressure in all groups, independently of age and gender, when compared
to their untreated counterparts (Fig. 2A, B). In 24-month-old mice, mean arterial blood
pressures (MAP) in control and after minoxidil treatments, were 76±2 mmHg vs. 64±1 mmHg
in male groups and 82±2 mmHg vs. 70.5±1.8 mmHg in female groups, respectively. Pulse
pressure (PP = SP - DP), an index of arterial stiffness (Corona et al., 2009), underwent an
important age-dependent increase (+37% and +21% in male and in female control groups,
respectively). Interestingly, the age-dependent increase in PP was lower in minoxidil-treated
mice when compared to their controls in both sexes (Fig. 2C, D).
Abdominal aorta morphology
No clear difference in the vascular wall structure could be observed after haematoxylin-eosin-
safran (HES) staining (Fig. 3A). Nevertheless, many additional neo-synthesized elastic fibers
were observed especially in old female and male mice, when compared to their controls (Fig.
3B), although the number of elastic lamellae (≈4) in the media of the abdominal aorta was
unchanged by aging or treatment in males and females groups (Fig 4A, B). Also, treatment
with minoxidil significantly reduced the age-related damages observed in aortic ELs of mice
of both genders (Fig 4C, D). In old mice, the numbers of disruption per EL of minoxidil-
treated arteries (vs. age-matched controls) were 3.87±0.06 vs. 5.16±0.44 (males) and
3.24±0.33 vs. 4.61±0.33 (females), respectively (Fig. 3B). These results indicate that chronic
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treatment with minoxidil protects elastic fibers and reactivates elastin synthesis and elastic
fiber assembly during aging.
Arterial desmosine and hydroxyproline content
The degree of aortic cushioning (the conversion of pulsatile flow into a continuous flow) is
proportional to the amount of elastin and collagen in the aorta. Desmosine and hydroxyproline
contents were therefore measured in the left carotid artery, as indicators of elastin and
collagen contents, respectively. In male mice, desmosine content increased with age
independently of treatment, but no significant change in desmosine and hydroxyproline levels
was observed in response to chronic minoxidil (Fig 5A-F). In female mice, minoxidil
treatment generally increased desmosine and hydroxyproline levels in the artery wall,
independently of age (Fig. 5G, H). In addition, an age-related increase in total protein
contents was observed in untreated females. (Fig. 5I). To better understand the functional
significance of differences in collagen and elastin levels, both measurements were normalized
to the total protein content of the vessel wall in order to provide an indication of the local
matrix composition. Minoxidil increased the desmosine to total protein ratio in old female
mice when compared to age-matched controls, while no clear change in collagen to protein
ratio could be detected (Fig. 5J). Moreover, desmosine to hydroxyproline ratio, an index of
elasticity, showed a strong trend towards significant elevation (p=0.07) in females after a 3-
month treatment by minoxidil (Fig 5L).
Abdominal aorta mechanics
The impacts of minoxidil treatment on the abdominal aorta mechanics of adults and aged
mice of both genders were investigated by correlating changes in vessels inner diameter (ID)
and outer diameter (OD) with alterations in transmural pressure. All minoxidil-treated mice
underwent structural modifications in the arterial wall. The OD, ID and wall thickness were
generally higher than those of corresponding control mice in both genders (Fig 6A-F). While
an age-related increase in wall thickness was observed in animals of both genders –with the
only exception of aged male controls in which vessels were smaller than in adults at low
pressure (Fig 6E, F), only female mice experienced substantial age-dependent enlargement of
the aortic outer and inner diameters (Fig 6B, D). Furthermore, distensibility, an index of aortic
elasticity (Ozdemir et al., 2009), was significantly reduced by aging in male mice, not in
females, in both treated and untreated groups (Fig 7A). Chronic treatment with minoxidil
generally increased the distensibility of the abdominal aorta in all groups, especially in old
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mice of both sexes, in which distensibility was raised at all pressures (0-175 mmHg) when
compared to age-matched controls (Fig 7A, B). Consistently, the abdominal aorta had a
reduced elastic modulus (Einc, indicative of vessel wall stiffness) after minoxidil treatment in
both adult and old female mice (Fig 7D). In aged male mice, chronic minoxidil decreased
aorta Einc only at pressures 100-125 mmHg, i.e. the pressure range in which collagen bears
an increasing fraction of the stress (Fig 7C). In the abdominal aorta of all minoxidil-treated
aged mice, as well as adult males but not females, the circumferential stress values were
decreased at any given strain, probably due to the increased wall thickness in these animals
compared to age-matched controls. This led to a right-shift of the strain-stress curve, closer to
that found in younger adult mice (Fig 7E, F).
Ex vivo response of abdominal aorta to vasoactive agents
Mice treated with minoxidil presented a decreased vasoconstrictor response to phenylephrine
when compared to untreated mice; this effect was observed in male and female mice of both
ages. In particular, the vasoconstriction percentages in treated aged mice (vs. aged controls)
were 23% (vs. 36%) and 22% (vs. 40%) in male and female animals, respectively (Fig 8A, B).
Additionally, treatment with minoxidil had no significant effect on the endothelium-
dependent relaxation in response to acetylcholine in all group of mice (Fig 8C, D).
Impact of treatment with minoxidil-sulfate on elastin production by cultured VSMCs
and tropoelastin gene expression in vivo
Elastin is synthesized and secreted by VSMCs, conferring elasticity to blood vessel wall.
Here, after addition of minoxidil-sulfate to cultured VSMCs for 48h, only a trend towards
elastin production elevation could be observed at the dose 2 mM. However, a significant
increase in elastin production was observed at the dose of 1 mM minoxidil (+87%), reaching
the same elevation as that triggered by the known elastin expression inducer dexamethasone
(Barnett et al., 2011) (Fig 9A).
In addition, gene expression of tropoelastin was quantified. While chronic treatment with
minoxidil induced a significant increase in tropoelastin mRNA level in male mice (Fig. 9B),
no significant change due to the treatment was observed in female mice (Fig. 9C).
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DISCUSSION
Elastin synthesis and elastic fiber formation occur during development and child growth, and
is scarce in adults. In human beings, age-related dysfunction of elastic arteries is associated
with aneurysms, hypertension and vascular stiffness (Pezet et al., 2008 ; Cenizo et al., 2006 ;
Shadwick, 1999), leading to altered hemodynamics and increased risk of organ dysfunction.
Hence, a strategy for stimulation of elastic fiber production in adult and aged persons could
lead to a decrease in cardiovascular dysfunction and the age-dependent pathologies linked to
improper organ perfusion. Minoxidil, an ATP-dependent K+ channel opener, is known to
stimulate elastin expression in vascular smooth muscle cells in vitro (Tajima et al., 1995 ;
Hayashi et al., 1994) and in vivo (Tsoporis et al., 1998). In the current study, we have
investigated the effects of chronic treatment with minoxidil on the functional and structural
properties of the abdominal aorta in adult and aged male and female mice. The major finding
of this study is that minoxidil was able to reduce the age-related increase in aortic stiffness by
protecting elastic lamella integrity and inducing the production of newly synthesized elastic
fibers.
First, our results indicate that treatment with minoxidil reduces the number of elastic lamella
disruptions by 25% and 30% in male and female aged mice, respectively. Since the main
causes of elastic fiber fragmentation are mechanical (fatigue failure) and enzymatic (driven by
MMP and other enzyme activities) (Greenwald, 2007), minoxidil treatment could make the
elastic fiber more resistant to mechanical fatigue and/or enzymatic digestion. The latter
hypothesis is supported by our in vitro data which show that minoxidil substantially decreases
(-20%) the capacity of elastin to form advanced glycation end products (AGEs) (data not
shown), which are known to trigger rapid generation of reactive oxygen species (ROS) and
up-regulation of inflammatory pathways resulting in MMP transcription and perturbations of
elastic fiber homeostasis (Ramasamy et al., 2005). Thus, minoxidil might play a dual
protective role for elastic fibers by reducing both deleterious elastin crosslinks with AGEs
(which reduce elasticity) and elastase activities (Tsoporis et al, 1998). Furthermore, numerous
additional neo-synthesized elastic fibers were observed after chronic minoxidil treatment in
the aorta wall of aged mice from both genders, in accordance with the observations that
minoxidil treatment enhanced tropoelastin mRNA levels in vivo (only in male mice) and
elastin synthesis in cultured VSMCs. This is consistent with previous studies on treatment by
minoxidil (Hayashi et al., 1994 ; Tajima et al., 1995 ; Tsoporis et al., 1998) -showing
increased elastin production and arterial content- or another potassium channel opener,
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nicorandil, which increased the number of elastic lamellae and elastin proportion in the aorta
wall of adult rats (Raveaud et al., 2009). Taken together, these data show that minoxidil not
only induces an increase in elastin production but also triggers the complex multi-molecular
processes which are necessary for the assembly of mature elastic fibers. The mechanism by
which minoxidil induces neo-synthesized elastic fiber production is probably related to its
action on K+ channel and Ca2+- ERK (extracellular signal-regulated kinases)–dependant
pathway (Lannoy et al., 2013). Minoxidil, through induction of K+ efflux and subsequent
hyperpolarisation of VSMCs, closes the voltage-dependant membrane calcium channels and
thereby decreases intracellular calcium (Escande & Henry, 1993) which likely stimulates
elastin expression. This hypothesis is supported by recent results showing that VSMC
treatment with A23187, a calcium ionophore triggering intracellular calcium level elevation,
induced ERK1/2 phosphorylation and, consequently, a decrease in elastin pre-mRNA and
mRNA levels (Lannoy et al., 2013).
Regarding the blood vessel biomechanics, collagen fibers mediate arterial stiffness at high
pressure, while elastin provides support and elasticity at a lower pressure range (Shadwick,
1999 ; Armentano et al., 1991). Because of the aging process, elastin itself becomes stiffer,
due to disruptions, calcification and formation of AGE-related cross-links, process that affect
collagen even more strongly (Wagenseil & Mecham, 2009 ; Greenwald, 2007). Hence, age-
related alterations of elastic lamellae likely lower the mechanical role of elastic fibers
(elasticity/distensibility) and increase the role of the collagen fibers (stiffness) in arteries at a
lower pressure range. Interestingly, our data indicate that chronic treatment with minoxidil in
old mice increases aortic distensibility in both sexes and reduces aortic stiffness (Einc) at high
pressure in male mice and at all pressures in female mice. Two separate actions of minoxidil
may be involved in these changes. First, the improvement in the aortic biomechanics might be
due to the minoxidil-induced enhancement of neo-synthesized elastic fiber production and/or
the protection of elastic lamellas. A second explanatory mechanism might be related to the
anti-hypertensive effect of minoxidil treatment due to its vasorelaxant properties, since pulse
pressure, an index of arterial stiffness, is markedly decreased after minoxidil (Stefanadis et al.,
1997).
It should also be noted that the minoxidil-triggered decrease in aortic stiffness was more
pronounced in female mice. This could possibly be explained by the increase in elastin/total
protein ratio and the slight increase in the elastin/collagen ratio, representative of elasticity or
distensibility, observed only in female mice. Finally, minoxidil generally decreased the
contractile response to phenylephrine in all groups of mice. This could be due to the
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desensitization of the adrenergic receptors after a long treatment with minoxidil (3 months). A
major adverse reaction of minoxidil is the reflex activation of the adrenergic nervous system
(Lina et Nies, 1981), which leads to chronic stimulation of the adrenergic receptors causing
their desensitization (Bouvier et al., 1995).
The present study demonstrated that chronic treatment with minoxidil maintain elastic
lamellae integrity, re-induce elastin synthesis and improves abdominal aorta biomechanics
during aging. In addition to its anti-hypertensive and anti-hair loss effects, minoxidil could be
considered as a potential new anti-aging molecule.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1
Comparison of body weight (BW) (A and B), total heart weight (HW)/BW, left ventricular +
septum weight (LV+S)/BW and right ventricular weight (RV)/BW ratios (C and D) between
control and minoxidil-treated male (A,C) and female (B,D) (adult and old) mice. Values are
means ± SEM. Δ: significant difference between minoxidil-treated mice and age-matched
controls (2-way ANOVA followed by LSD test, P≤0.05). Min: Minoxidil, C: Control. *
General significant difference between controls and minoxidil-treated mice, independent of
age (2-way ANOVA, P≤0.05). & General significant difference between controls and
minoxidil-treated mice, independent of age (3-way ANOVA, P≤0.05) # General significant
difference between adults and old mice (2-way ANOVA, P≤0.05). $ General significant
difference between adults and old mice (3-way ANOVA, P≤0.05). n= 3-5 in each group.
Figure 2
Effect of treatment and age on blood pressure (A and B) and pulse pressure (C and D) in
controls and minoxidil-treated (adults and aged) female and male mice. Min: Minoxidil, C:
Control. Values are means ± SEM. Male mice: A,C, female mice: B,D. *General significant
difference between controls and minoxidil-treated mice, independently of age (2-way
ANOVA, P≤0.05). # General significant difference between adults and old mice,
independently of treatment (2-way ANOVA, P≤0.05). n= 4-6 in each group.
Figure 3
(A) Histological examination of paraffin-embedded cross-sections of the abdominal aorta
from adult and old mice (untreated and minoxidil-treated) for both genders. HES:
hematoxylin–eosin–safran Bar size: 50 µm. (B) Cross-section of the abdominal aorta at high-
magnification. Bar size: 19.7 µm. Black arrows: elastic lamella disruptions. Red arrows: neo-
synthesized elastic fibers.
Figure 4
Morphometric parameters derived from the histological sections of the abdominal aorta wall.
Number of elastic lamellae (A and B) and total number of ruptures per elastic lamella (C and
D) in the abdominal aorta of adult and old mice of both genders untreated or chronically
treated with minoxidil. EL: Elastic lamella. Values are means ± SEM. Male mice: A,C,
female mice: B,D. *General significant difference between controls and minoxidil-treated
mice, independently of age (2-way ANOVA, P≤0.05). # General significant difference
between adults and old mice (2-way ANOVA, P≤0.05). n= 3 in each group.
Figure 5
Desmosine and hydroxyproline levels (A-L) in the carotid artery of adult and old mice of both
genders, untreated or chronically treated with minoxidil. D, E (males) and J, K (females)
represent the desmosine and hydroxyproline ratios relative to total protein content. OH-
proline : Hydroxyproline, Min : Minoxidil. Males: A-F, females: G-L. Values are means ±
SEM. *General significant difference between controls and minoxidil-treated mice,
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independently of age (2-way ANOVA P≤0.05). # General significant difference between
adults and old mice, independently of treatment (2-way ANOVA P≤0.05). & significant
difference between minoxidil-treated mice and age-matched controls (2-way ANOVA
followed by LSD test, P≤0.05). $ Significant difference between adult and aged mice in the
same group (control or treated) (2-way ANOVA followed by LSD test, P≤0.05). n=4-6 per
group.
Figure 6
Diameter-pressure curves and wall thickness of the abdominal aorta. The outer diameter (A
and B), inner diameter (C and D) and wall thickness (E and F) of the abdominal aorta from
adult mice and old (untreated and minoxidil-treated) mice of both genders. Male mice: left
column, female mice: right column. *General significant difference between controls and
minoxidil-treated mice, independently of pressure (3-way ANOVA P≤0.05). # General
significant difference between adults and old mice, independently of pressure (3-way
ANOVA P≤0.05). n=4-6 per group.
Figure 7
Effect of treatment with minoxidil and age on distensibility (A and B), incremental elastic
modulus (Einc) (C and D) and stress-strain relation (E and F) in the abdominal aorta from
adult and old mice (untreated and minoxidil-treated) of both genders. Male mice: left column,
female mice: right column. $significant difference between controls and minoxidil-treated
mice at a given pressure, *general difference between controls and minoxidil-treated mice,
independently of pressure (3-way ANOVA, P≤0.05). # General significant difference between
adults and old mice, independently of pressure (3-way ANOVA, P≤0.05). n=4-6 per group.
Figure 8
Effect of age and treatment with minoxidil on the abdominal aorta reactivity in response to
vasoactive agonists in adult and aged male (A,C) and female (B,D) mice. A and B: relative
decrease in arterial inner diameter due to the action of the vasoconstrictor phenylephrine (10-
5M). C and D: relative restoration of the diameter from the level induced by the action of
phenylephrine, due to the action of the vasodilator acetylcholine (10-5M). *General significant
difference between controls and minoxidil-treated mice, independently of age (2-way
ANOVA P≤0.05). n=4-6 per group.
Figure 9
Effect of minoxidil on elastin production. Effect of minoxidil-sulfate on elastin production by
cultured vascular smooth muscle cells (A). Dexamethasone (Dexa) was used as positive
control. Min: minoxidil. The absorbance is representative of extracellular elastin quantity.
n=7-11 in each group. Tropoelastin (TE) gene expression of the descending aorta from adult
and aged male (B) and female (C) mice. n= 4-5 per group. * Significantly different from 0mM
minoxidil (1-way ANOVA, P≤0.05). & significant difference between untreated and
minoxidil-treated mice, independently of age (2-way-ANOVA, P˂0.05).
76
Figure 1
77
Figure 2
78
Figure 3
79
Figure 4
80
Figure 5
81
Figure 6
82
Figure 7
83
Figure 8
84
Figure 9
85
ONLINE SUPPLEMENTAL INFORMATION
Materials and methods
Vascular smooth muscle cell (VSMC) culture
Vascular smooth muscles cells (VSMC) were isolated as described previously with some
adaptations (Shoulders and Raines 2009). The thoracic aorta was removed, cleaned of fat and
connective tissue and placed in a washing solution (2.5µg.mL-1 fungizone (antimycotic,
invitrogen cat. No. 15290; Saint Aubin, France) diluted in Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS, invitrogen cat. No 14025; Saint Aubin, France). The aorta was pre-digested for 30
min at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Invitrogen, cat. No.
31966021; Saint Aubin, France) containing 1 mg ml−1 collagenase type 2 (Worthington
Biochemical Corporation,cat. No. 4174; New Jersey, USA). After this step, the external
envelope of the extracted aorta, i.e. the adventitia, becomes visibly altered and easily
separable. After removing the adventitia, the intima-media was cut into small pieces of
approximately 1-2 mm in length. Then, aorta pieces were digested for 40 min at 37°C in
DMEM solution containing 1 mg ml−1 collagenase type 2 and 0.5 mg ml−1 elastase
(Worthington Biochemical Corporation,cat. No.LS002290; New Jersey, USA). After the
digestion step, the rest of tissues were mechanically dissociated by gently shaking the solution
for 10 min. cell suspension solution was centrifuged at 600xg for 10 minutes. The supernatant
was discarded, the cells were resuspended in culture medium and incubated in a gelatin
(MERCK cat No 104078; Darmstadt, Allemagne)-precoated well of a 24-well cell culture
plate at 37°C, 5% CO2.
Cell culture medium ingredients: DMEM + 20% (v/v) Fetal bovine serum (FBS; invitrogen,
cat. No.1600; Saint Aubin, France) + 1% (v/v) penicillin/streptomycin solution (invitrogen,
cat. No. 10378; Saint Aubin, France) + 1% Non-Essential Amino Acids Solution (NEAA,
Invitrogen, cat. No. 1140; Saint Aubin, France).
Cell passage
To passage cells after confluence, the culture medium was removed from the culture well or
dish, washed 2 times for 10 minutes with DPBS (without Ca2+ and Mg2+, (Invitrogen cat No
14190; Saint Aubin, France), then added to an adequate volume of 0.25%trypsin-EDTA
(Invitrogen, cat. No 25200; Saint Aubin, France) for 5 minutes at 37°C. After this step, some
cells are detached from the plate surface while many other cells remain attached to the dish
bottom although they become round. The medium had then to be flushed up and down several
times to induce mechanical detachment of the remaining attached cells. . A volume of culture
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medium which was twice the volume of medium bathing the cells was then added (total of 3
volumes), and the cell suspension was transferred to a centrifugation tube and centrifuged for
10 minutes at 600xg. The supernatant was removed and cells were resuspended in the
adequate volume of culture medium, then placed into an adequate culture well or dish pre-
coated with gelatine. Cells could be used between passage numbers 1 to 7.
Measurement of the extracellular matrix protein content by ELISA
The method described by Vallet and Wiel (2001) was used in our experiments. VSMC were
deprived of serum overnight in DMEM containing only 1% FBS, to limit cell proliferation,
before trypsinization and seeding at 25000 cells/well in a P96 plate, where the cells were left
for another night for cell adhesion. The culture medium was then removed and replaced by
fresh 1% FBS-DMEM in which minoxidil-sulfate (1 or 2 mM) was added. For each
concentration, 8-12 wells were used. In addition, the cells of 9 other wells were bathed in 1%
FBS-DMEM containing 0.1µM dexamethasone. After 48h, i.e. the time to allow for elastin
synthesis and excretion, the cells were washed 3 times with PBS (Invitrogen- Life
Technologies Ltd., reference #14040174), then fixed for 10 min in 4% paraformaldehyde at
room temperature. The wells were washed again 3 times with PBS, before blockade of the
non-specific binding sites with 2%BSA containing-PBS for 30 min at 37°C, then washed 3
times with 0.1% Tween-containing PBS. After this step, the cells were incubated in 2%BSA
containing-PBS for 1h at 37°C with the primary antibody (Elastin Products Company, Inc.
Missouri, USA, TP592) at the concentration of 1/1000. The cells were then washed 3 times
with 0.1% Tween-containing PBS before incubation for 1h at 37°C in the dark with the
horseradish peroxidase (HRP)-coupled secondary antibodies. The secondary anti-mouse
antibody (Sigma, St Quentin-Fallavier, France, A4416) was used at 1/10000. The cells were
then washed 3 times with 0.1% Tween-containing PBS, before 100 µl TMB (3,3',5,5'-
tetramethybenzidine, Millipore ES022) , the substrate of HRP (horseradish peroxidase), was
added to each well for 30 min in the dark at room temperature. The reaction was then stopped
by the addition of 100 µl 0.3 M-sulfuric acid to each well. After 10 min, the absorbance of
each well – a function of extracellular elastin quantities- was measured at 450 nm.
Dexamethasone has been shown to induce a strong increase in production of extracellular
elastin, and was used here as a positive control. Cells used in our experiments originated from
several cell cultures.
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Surgical procedure and mechanical studies
Animals were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg), and an
injection of heparin was performed in the saphenous vein. Segments of the abdominal aorta
were quickly excised and placed in physiological buffer (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.17 mM
MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 2.6 mM NaHCO3, 0.34 mM NA2HPO4, 5.5 mM D-glucose,
0.025 mM EDTA, 10 mM HEPES, 1.6 mM CaCl2-2H2O; pH = 7.4). The vessels were
cleaned of adhering connective tissue and fat, then cannulated and mounted onto a pressure
arteriograph (Living Systems Instrumentation Inc., Burlington, Vermont, USA, or Danish
Myotechnology, Aarhus, Denmark), as described previously (Faury et al., 1999). The
experiments were performed at 37°C in an organ bath filled with physiological buffer.
Following a 30-minute equilibration period, the vessel was transilluminated under an inverted
microscope connected to a charged-coupled device camera and to a computerized system
allowing the continuous recording of the vessel diameters. Recordings of vessel inner
diameters (IDs) and outer diameters (ODs) were taken while increasing the intravascular
(transmural) pressure from 0 to 175 mmHg by steps of 25 mmHg (5 minutes per step). The
inner diameter was directly measurable by transillumination above 125mmHg, because of the
thinning of the vessel wall due to increasing pressure-induced dilatation, allowing a clear and
contrasted image of the inner wall edge. As previously described, inner diameter can be
accurately calculated through the entire range of pressure tested, from the measured OD and a
unique measurement of vessel wall cross-sectional area (WCSA). As previously described
(Faury et al., 1997), assuming that WCSA is constant, the formula finally used to calculate ID
was: IDx mmHg = (OD2x mmHg - OD2175 mmHg + ID2175 mmHg)
Distensibility is defined as the change in relative volume (percentage) of the lumen per
pressure unit during a change in intravascular pressure, as described by Smith and Kampine,
(1990).
Distensibility (D), in percent, is: D = 100(V /VA)/P
VA is the luminal initial volume before a small change in pressure. V is the luminal volume
change (VA to VB) in response to a change in transmural pressure (from pressure A to B). The
luminal volume of a given constant length (L) of a vessel segment is L..ID2/4, so that :
D = 100([L  (IDB2 / 4)] / [L  IDA2 / 4] )/P
D = 100((IDB2) / IDA2)/P = 100[(IDB2 - IDA2) / IDA2]/P
Since the pressure change increment in our experiments was 25mmHg, we replaced, in the
following sections, the distensibility (% change in volume per 1mmHg) by the distensibility
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per 25mmHg increment (D25). In any pressure range, a 25mmHg pressure change between
pressure X mmHg and pressure X+25 mmHg leads to the following expression of D25.
D25 = 100(IDX+25
2 - IDX
2) / IDX
2
Because the pressure-change increment in our experiments was 25mmHg, distensibility is
expressed as the distensibility per 25mmHg increment (D25).
Circumferential midwall strain and circumferential wall stress were calculated according to
the formulas given by Gibbons and Shadwick, (1989) :
Circumferential mid-wall strain () :  = R / R0 = (R - R0) / R0
where R is the mid-wall radius (R = (OD+ID)/4) and R0 is the mid-wall radius at no
transmural pressure (0mmHg).
Circumferential wall stress () :  = P r / h
where P is the pressure (in kPa), r is the luminal radius (= ID/2) and h is the wall thickness.
1 kPa is assumed to be equal to 7.5006mmHg.
 represents the forces that are circumferentially applied on a each small portion (surface) of
the vessel wall, because of the intraluminal pressure-induced stretching of the vessel.
Incremental elastic modulus (Einc) : Einc = 0.75 (1+) /
Einc is a measure of the wall stiffness. 1 kPa is assumed to be equal to 7.5006mmHg.
Einc represents the arterial wall stiffness.
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I-3 Bilan de l’article 1
Les fibres élastiques jouent un rôle important dans la structure et la fonction des artères
élastiques. Elles confèrent aux parois de ces artères une capacité de lissage des fluctuations de
pression et de débit générés au cours du cycle cardiaque, vers un flux sanguin continu et de
plus basse pression (Fhayli et al., 2012 ; Pezet et al., 2008). Au cours du vieillissement
physiologique, les fibres élastiques subissent une dégradation progressive entraînant ainsi une
baisse de la distensibilité artérielle et une augmentation de la rigidité artérielle (Viachaslau et
al., 2011 ; Wagenseil et Mecham, 2012). Dans la plupart des tissus, la production d'élastine
débute pendant la grossesse jusqu’à l’âge de puberté (Uitto et al., 1991). Ce capital élastique
accumulé "non renouvelable" diminue ensuite de façon progressive à partir de l’âge adulte.
De ce fait, l’identification des molécules capables de protéger l'élastine et / ou induire sa
synthèse chez les animaux adultes serait d'une importance majeure pour contrecarrer la
rigidité des artères élastiques liée à l’âge. Le minoxidil, ouvreur des canaux potassiques
(DuCharme et al., 1973), a déjà montré des effets positifs sur la production d’élastine in vitro
et in vivo. Dans cet article, nous avons étudié les effets du traitement chronique par le
minoxidil (3 mois) sur la structure et la fonction de l’aorte abdominale des souris adultes et
âgées des deux sexes.
Nous avons montré que le traitement chronique par minoxidil protège l’intégrité des lames
élastiques, en baissant le nombre de ruptures de 25% ou 30% chez les souris âgées mâles ou
femelles, respectivement. Cette action de minoxidil pourrait être due à l’inhibition de
l’activité des élastases et/ou à l’inhibition de la formation des molécules d’AGE. Nos résultats
obtenus in vitro ont par ailleurs montré que le minoxidil diminue considérablement (20%) la
capacité de l'élastine à former des réticulations délétères (crossLinking) avec les molécules
des AGE, en présence du glucose (Coquand-Gandit, 2010). Les molécules d’AGE ont une
double action délétère sur les artères élastiques. D’une part, elles forment avec les protéines
de la MEC (élastine, collagène) des liaisons covalentes et les rendent plus rigides (Winlove et
al., 1996). D’autre part, les molécules d’AGE se fixent sur leurs récepteurs (AGE-RAGE)
entraînant ainsi l’induction des réactions inflammatoires et l’augmentation de l’expression des
MMP (Ramasamy et al., 2005). De plus, Tsoporis et al (1998) ont montré que le traitement
chronique par minoxidil provoque une diminution significative de l’activité des élastases chez
les rats SHR (Tsoporis et al., 1998).
Par ailleurs, nous avons aussi observé l'augmentation de l'expression du gène de la
tropoélastine (chez les mâles) et l’apparition de fibres élastiques néo-synthétisées dans les
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parois artérielles des souris âgées traitées des deux sexes. De plus, l’application de minoxidil
(figure 21) ou de minoxidil-sulfate (voir dans l’article précédent) pendant 48 h sur des CMLV
en culture induit une augmentation de la quantité d’élastine produite.
Figure 21. Effet du traitement par le minoxidil sur la production d’élastine par les
cellules musculaires lisses vasculaires. Min : Minoxidil, Dexa : Dexamethasone (utilisé
comme contrôle positif). L’absorbance reflète la quantité d’élastine. * différence significative
entre les cellules contrôle (0mM Min) et les cellules traitées par minoxidil ou dexamethasone
(one-way ANOVA, P≤0.05).
Nos résultats montrent que le traitement chronique par le minoxidil induit la synthèse et la
formation des fibres élastiques. Le mécanisme par lequel le minoxidil stimule la synthèse
d’élastine pourrait impliquer son action sur les canaux potassiques par la voie Ca2+-ERK-
dépendante. En effet, le minoxidil entraîne l’hyperpolarisation des CMLV, ce qui induit une
fermeture des canaux calciques voltage-dépendants et, par la suite, une réduction du taux de
calcium intracellulaire (Nelson et Brayden, 1993). Une étude récente réalisée par le groupe de
Dr. Jacob a montré que le traitement des CMLV par l’agent A23187, un ionophore induisant
un influx de calcium et une élévation de la concentration de calcium libre intracellulaire,
induit une phosphorylation rapide d’ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases), suivie
d'une augmentation de l'expression du facteur de transcription AP-1, puis une diminution de
l’ARNm de la TE.  Dans cette même étude, les auteurs ont montré que le traitement chronique
(10 semaines) de rats Brown Norway (BN) par l’U0126, un inhibiteur de phosphorylation de
l’ERK1/2, augmente le contenu aortique en élastine (Lannoy et al., 2013).
Au niveau fonctionnel, nos résultats montrent que le traitement chronique par le minoxidil
entraîne une augmentation de la distensibilité artérielle chez les souris âgées de deux sexes et
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une réduction de la rigidité artérielle dans la gamme de haute pression chez les souris mâles et
dans toute la gamme de pression chez les souris femelles. Chez les souris traitées par le
minoxidil, la baisse de la pression pulsée, index de la rigidité artérielle, pourrait contribuer à
l’augmentation de la distensibilité et la baisse de la rigidité observé chez ces souris
(Stefanadis et al., 1997). De plus, l’action protectrice du minoxidil sur les lames élastiques
pourrait aussi être à l’origine de l’évolution des propriétés biomécaniques des artères des
souris traitées.
Il a aussi été observé que les effets du traitement par minoxidil sur la rigidité artérielle étaient
plus marqués chez les souris femelles que les souris mâles. Ceci pourrait être dû à
l’augmentation significative du rapport élastine/protéines totales et à l’augmentation légère du
rapport élastine/collagène (index d’élasticité), observé seulement chez les souris femelles.
Enfin, le traitement chronique par minoxidil a baissé significativement la réponse vasomotrice
de l’aorte abdominale à la phényléphrine. Ceci pourrait être dû à la désensibilisation des
récepteurs adrénergiques après un long traitement par le minoxidil (3 mois) puisqu’un des
effets secondaires du minoxidil est l’activation reflexe du système adrénergique (Lina et Nies,
1981), ce qui entraîne une stimulation chronique des récepteurs adrénergiques provoquant
ainsi leur désensibilisation (Bouvier et al., 1995).
Cette étude montre que le traitement chronique par minoxidil maintien l’intégrité des lames
élastique, ré-induit la production d’élastine et améliore les propriétés biomécaniques de
l’aorte abdominale des souris âgées. De ce fait, le minoxidil pourrait être considéré comme
une nouvelle molécule à action anti-vieillissement cardiovasculaire.
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II- Articles 2 et 3
II-1 Présentation des articles 2 et 3
Les fibres élastiques, constituées d’élastine (90%) et de microfibrilles (10%), sont
responsables de la propriété d’élasticité des artères élastiques (Kelleher et al., 2004 ; Kielty et
al., 2002). L’élastine est synthétisée à partir d’un précurseur soluble, la tropoélastine (TE)
(Mithieux et Weiss, 2006). Dans le milieu extracellulaire, un auto-assemblage (coacervation)
des molécules de TE se produit au niveau de microfibrilles (Vrhovski et Weiss, 1998). La
stabilisation de l’élastine néoformée est ensuite assurée par des enzymes clés pour la
maturation d’élastine, LOX et LOXL1 (Liu et al., 2004 ; Kagan et Li, 2003). Au niveau
vasculaire, l’élastine est synthétisé principalement par les CMLV, seulement pendant le
developpement foetal jusqu’à l’adolescence, moment où elle atteint sa quantité tissulaire
maximale (Uitto et al., 1991). Ashcroft et al. (1997) ont montré que la synthèse des molécules
de TE est maintenue à tous les âges. Donc, avec l’âge, l’arrêt de la synthèse d’élastine
(élastogenèse) pourrait être dû à l’altération d’une ou de plusieurs étapes de l’élastogenèse.
Cenizo et al. (2006) ont montré que le taux d’ARNm de LOXL diminue fortement avec l’âge,
participant ainsi au non-renouvellement des fibres élastiques et à la perte d’élasticité des tissus
élastiques (Cenizo et al., 2006).
A côté de l’arrêt de la synthèse d’élastine, les fibres élastiques sont dégradées sous l’effet de
la dérégulation de la balance protéase (enzymes élastolytiques) / inhibiteurs de protéases
(Tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMP). De même, d’autres mécanismes délétères
contribuent à la dégradation des fibres élastiques telles que la calcification des lames
élastiques, la formation des liaisons covalentes avec les molécules d’AGE et l'accumulation
de dommages oxydatifs (Wagenseil et Mecham, 2012). Ces mécanismes délétères sont
favorisés par l’action pernicieuse des cycles répétés d’extension-rétraction de la paroi
artérielle au cours des millions de cycles cardiaques successifs, ce qui engendre à chaque
cycle de micro-cassures moléculaires, qui s’accumulent (Najjar et al., 2005).
Dans notre étude, un inducteur de l’élastogenèse, l’extrait d’aneth, connu pour ses effets sur la
peau (Sohm et al., 2011 ; Cenizo et al., 2006), a été testé pour évaluer son impact sur la
production d’élastine au niveau du système vasculaire (artères élastiques).
L’aneth (Anethum graveolens), un membre de la famille des Apiacées (Janeen, 2009), possède
des usages culinaires et médicinaux. Traditionnellement, elle est utilisée pour soulager la
douleur colique chez les bébés et la flatulence chez les jeunes enfants (Jana et Shekhawat,
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2010). De plus, plusieurs études ont montré que l’aneth possède des effets antimicrobiens
(Jana et Shekhawat, 2010), antioxydant (Koppula et Choi, 2011) et hypolipémiante
(Hajhashemi et Abassi, 2008). En outre, l’application de l’extrait d’aneth sur des fibroblastes
en culture augmente significativement le taux d’ARNm de LOXL (enzyme responsable de la
réticulation des molécules de TE) et le dépôt d’élastine sur des modèles de peau reconstruite
(Cenizo et al., 2006). De plus, dans une étude clinique réalisée sur 50 femmes saines âgées
entre 43 et 56 ans, l’application de l’extrait d’aneth sur le visage améliore l’élasticité de la
peau et montre que les rides deviennent plus lisses (Sohm et al., 2011).  L’article 2, est
consacré à l’évaluation de l’impact du traitement chronique (3 mois) par l’extrait d’aneth (5%
v/v) sur la production des protéines de la MEC dans l’artère carotide ainsi que la structure et
la fonction de l’aorte abdominale des souris adultes et âgées de deux sexes. Dans l’article 3,
nous présentons les résultats d’une étude comparative de l’effet du traitement par l’extrait
d’aneth à 5% et à 10% v/v sur la structure et la fonction de l’aorte ascendante chez les souris
mâles âgées. Nos résultats montrent que l’extrait d’aneth est capable de protéger et de
réactiver la synthèse des fibres élastiques, ce qui améliore les propriétés biomécaniques de
l’aorte (abdominale ou ascendante).
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II-2 Article 2:
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ABSTRACT
Elastic fibers are extracellular matrix components made of elastin (90%) and microfibrils
(10%). Elastin is synthesized only in early life and confers to the large elastic arteries the
property of elasticity, allowing storage of energy and stroke volume during the systole, then
release of energy and blood volume during the diastole. This phenomenon, known as the
windkessel effect, helps to decrease the load on the heart. With aging, elastin is progressively
degraded, leading to arterial stiffening, and dysfunction. However, dill extract has been shown
to have the ability of increasing lysyl oxidase–like-1 (LOXL1) gene expression, enzyme
responsible of tropoelastin crosslinking to form elastin, in skin fibroblast and elastic fiber
formation in vitro in dermal equivalent models. In this study, we investigated the effects of a
chronic treatment with dill extract in vivo in mice (5% v/v in drinking water) to evaluate its
pharmacological effects on elastin production and large artery elasticity in aged and adult
mice from both genders. We showed that chronic treatment with dill extract reduced the age-
related cardiac hypertrophy only in male mice and re-induced elastic fibers formation, even in
aged animals. Moreover, dill extract-treated mice exhibited increased arterial distensibility,
especially in female mice. In conclusion, our results suggest that dill extract presents an
interesting potential for arterial function improvement in an anti-aging perspective, even when
treating already aged animals.
Key Word: elastic arteries, elastin, dill extract, aging, cardiovascular system
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INTRODUCTION
The arteries are biological tubes, conducting the blood from the heart to the organs, that have
complex histological structures varying with their function, size and anatomical location,
although three layers are always present in their walls, from the lumen to the exterior: the
intima, media and adventitia. According to their distance from the heart and decreasing
diameters, arteries are divided into large elastic arteries (aorta and its proximal branches),
medium-sized arteries, and smaller arterioles. Arteries, especially large arteries, have elastic
properties that are due to the presence of elastic fibers in the medial layer of their walls.
Arterial elasticity decreases with the distance to the heart and is correlated with the decreasing
content in elastic fibers. The core of the elastic fiber consists in elastin (90%), which is a
polymer of the monomeric precursor tropoelastin and the dominant contributor to elastic fiber
property of elasticity (Fhayli et al., 2012 ; Jacob, 2003), while the peripheral parts of elastic
fibers are made of fibrillin-rich microfibrils (10%) (Kelleher et al., 2004 ; Kielty et al., 2002).
Elastin is synthesized from the second half of gestation until the end of childhood, and its
maximum quantity in the body is reached before adulthood (Pasquali-Ronchetti & Baccarani-
Contri, 1997). During vessel development, elastin and microfibrils synthesized by vascular
smooth muscle cells (VSMC) form the elastic fibers, which are arranged, in the arterial wall,
into concentric elastic lamellae alternating with layers of circularly-oriented smooth muscle
cells, forming then the lamellar unit (Li et al., 1998). Hence, elastin, and, to a lower extent,
microfibrils provide the large elastic arteries with mechanical elasticity (Debelle & Tamburro,
1999 ; Lillie et al., 1998), allowing distention and storage of energy and stroke volume when
distended during the systole, then discharge of energy and stored blood volume when they
return to their initial dimensions during the diastole. This phenomenon, known as the
Windkessel effect (Dobrin, 1978), helps to decrease the load on the heart and smooths the
arterial blood pressure and flow, by minimizing the systolic flow and maximizing the diastolic
flow in the arterioles (Wagenseil & Mecham, 2009 ; Laurent et al., 2006). During aging,
elastin and elastic fibers are progressively degraded by mechanical and enzymatic processes
involving an increasing imbalance between anti-proteases and proteases (Steppan et al., 2011
; Greenwald, 2007). As a consequence, aging elastic arteries -the aorta and its major proximal
branches- undergo two major physical changes, i.e. dilation and stiffening, the latter also
resulting from collagen cross-linking by advanced glycation end products (AGEs) (Barodka et
al., 2011). Arterial stiffening may affect the cardiovascular system in several ways, e.g.,
increased workload of the left ventricle (leading to heart hypertrophy), degeneration and
sclerosis of the media (leading to arteriosclerosis, systolic hypertension) and intimal changes
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associated with atherogenesis (Astrand et al., 2011 ; Sawabe, 2010). Since production,
integrity and possibly quantity of elastic proteins decrease during aging, which strongly
affects the structure and function of the elastic arteries as well as long term survival, new
strategies aiming at re-inducing elastic fiber synthesis (elastogenesis) and improving arterial
function in old animals, have been proposed. Anti-hypertensive drugs belonging to ATP-
sensitive K+ (KATP) channel openers, such as minoxidil, have already been shown to increase
elastin synthesis in vitro (Tajima et al., 1995 ; Hayashi et al., 1994) and in vivo (Tsoporis et
al., 1998). Nicorandil, another anti-hypertensive agent that belongs to the KATP channel
opener family (Tamura et al., 2005), has been proved to increase the proportion of elastin and
the number of elastic lamellae in the aortic wall of adult rats (Raveaud et al., 2009). Plant
extracts have also been found to be efficient on elastic fiber neo-synthesis. For instance,
mouse and swine skins topically-treated chronically with non-denatured soybean extracts
presented enhanced elastic fiber network and increased desmosine –crosslinks specific of
elastin- content (Zhao et al., 2009). Also, an aqueous extract of dill seeds has been
demonstrated to stimulate elastin expression in vitro in adult skin fibroblast (Cenizo et al.,
2006). Anethum graveolens Linn (dill), which belongs to the Apiaceae family, is widely used
both medicinally and as a flavoring agent (Stavri & Gibbons, 2005). As a folk remedy, dill is
considered for treatment of some gastrointestinal ailments such as abdominal discomfort,
colic and for promoting digestion (Jana & Shekhawat, 2010). Experimental studies on dill
extract or dill essential oil have reported that dill possesses antimicrobial, antispasmodic,
antisecretory and mucosal protective effects (Koppula & Choi, 2011). More important for
elastic function, dill extract has previously shown its ability to increase the expression of the
gene of Lysyl oxidase–like-1 (LOXL1, a copper-dependent enzyme that initiates covalent
crosslinking of elastin precursors and elastin and elastic fiber maturation) in skin fibroblast
and elastic fiber formation in vitro in dermal equivalent models (Mimeskin® and
Mimederm®) (Cenizo et al., 2006). Also, a clinical study has shown that, after treatment with
dill extract, human skin elasticity was improved, the skin feeling more elastic, wrinkle
appearing smoothed and face contours appearing remodeled (Sohm et al., 2011). Here, we
have then tested the effect of dill extract treatment in vivo to evaluate its pharmacological
effects on elastin production and large artery elasticity in aged and adult mice from both
genders. Our results show that chronic treatment with dill extract presents a good potential to
reverse the adverse effects of aging on the cardiovascular function.
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MATERIAL AND METHODS
Animals
Fifty three adult (6-month-old) and aged (24-month-old) C57Bl/6J female and male mice,
purchased from Janvier (Le Genest St Isle, France), were treated with or without an aqueous
extract of dill (5% v/v in drinking water) for 3 months. Housing and surgical procedures were
in accordance with institutional guidelines.
Aqueous extract of dill
The pure aqueous extract was prepared by mixing 5 g dill seeds powder with distilled water
q.s.p 100 g. The solution was incubated overnight under agitation at 4°C, and then centrifuged
for 15 min at 8000xg at 4°C. The final product, i.e. dill extract, was obtained after four
filtration steps (3µm, 1.2µm, 0.8 µm, and 0.45µm). In our experiments, we used a dilution of
5% (v/v) dill extract in drinking water to treat the mice. Control mice were given tap water
without dill extract. The seeds of dill (Anethum graveolens) were from BASF (Lyon, France).
Blood Pressure
Blood pressure was measured in the tail artery of awake animals by using a CODA tail-cuff
recorder (Kent Scientific, Torrington, USA). Measurements were repeated during 3 days, two
times a day, for habituation. The values obtained at days 2 and 3 only were taken into account
and averaged for each animal.
Heart Weight
Mice were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60mg/kg). Hearts were
collected, washed and weighed (wet weight). Left ventricle, right ventricle and septum were
then dissected, washed, and weighed (wet weight). Total heart weight to body weight ratio, as
well as left ventricle, septum, right ventricle weight to body weight ratios were calculated and
expressed as percentages.
Surgical procedure, mechanical studies and abdominal aorta reactivity
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60mg/kg) and the
abdominal aorta was excised and placed in a physiological buffer composed of: 135 mM NaCl,
5 mM KCl, 1.6 mM CaCl2-2H2O, 1.17 mM MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 2.6 mM NaHCO3, 0.34 mM
Na2HPO4, 5.5 mM D-glucose, 0.025 mM EDTA, 10 mM HEPES (pH 7.4). The vessels were then
cannulated and mounted onto a pressure myograph placed under a videomicroscope allowing
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for aorta bathing and filling with physiological solution at 37°C. By using the homemade
videoanalysis software (WinDiam) coupled to the videomicroscope, the inner and outer
diameters were measured when changing the intraluminal pressure of the physiological
buffer. Below 125mmHg, the inner diameter was calculated as described (Faury et al., 2003).
Distensibility, i.e. the change in relative luminal volume (percentage) per mmHg (Smith &
Kampine, 1990), was then calculated. Here, we have used the distensibility per 25mmHg
increment (D25).
Circumferential midwall strain (), circumferential wall stress () and incremental elastic
modulus (Einc) were calculated according to classical formulas (Gibbons & Shadwick, 1989). 
: relative increase in diameter, at a given pressure, as compared to the diameter at no pressure.
 : forces that are circumferentially applied on a each small portion (surface) of the vessel
wall.
Variations of the abdominal aorta diameter in response to 10-5M phenylephrine (PE), a
VSMC-dependent vasoconstrictor mainly acting through the alpha1-adrenoceptors, then
10-5M acetylcholine (Ach), an endothelial cell–dependent vasodilator, was assessed at
75mmHg (Faury et al., 2003).
Complete protocol is described in the online data supplement.
Arterial desmosine and hydroxyproline content
3 mm-long segments of the left carotid artery were used to determine arterial wall protein
content. Desmosine levels, considered as representative of the elastin content, were
determined by radioimmunoassay, as described (Starcher & Conrad, 1995). Total protein in
the tissue hydrolysates was determined by a ninhydrin based method (Brown-Augsburger et
al., 1995). Hydroxyproline levels, considered as representative of the collagen content, were
determined by amino-acid analysis using high-pressure ion-exchange chromatography on a
Biochrom 30 amino acid analyzer. Norleucin was used as an internal standard (Brown-
Augsburger et al., 1995). Results are expressed as amino-acid mass per vessel segment length.
Histological examination
After mouse anesthesia by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg), an
intracardiac perfusion of 4% paraformaldehyde (PFA) was performed in order to maintain
vessels morphology under pressure. Abdominal aorta was excised and conserved in 4% PFA
for one night at 4°C and embedded in paraffin. Five-micrometer sections were cut,
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deparaffinized with xylene, hydrated in ethanol, and then rinsed with water. Two typical
stainings were used: Haematoxylin-Eosin-Safran (HES) staining for cytoplasm, nuclei and
collagen, and Weigert (resorcin-fuschin) staining for elastic fibers. After staining, the tissue
sections were examined under a light microscope (Nikon France S.A.S). Elastic lamellae
disruptions were counted using a 40x objective. In order to express the extent of the lamellar
disruptions in a given artery, we ratioed the total number of lamella disruptions to the number
of elastic lamella in the corresponding vessel. Counting was repeated at least three times to
reduce error risks and the average was calculated in each group.
Measurement of the extracellular matrix protein content by ELISA
Cell culture
Vascular smooth muscles cells (VSMC) were isolated from the thoracic aorta by enzymatic
digestion with collagenase type 2 (1 mg/mL) and elastase (0.5 mg/mL) for 40 min at 37°C.
The suspension was centrifuged at 600xg for 10 minutes, and the cells were collected and
placed in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), containing 20% bovine fetal serum
(FBS), 1% (v/v) penicillin/streptomycin solution and 1% Non-Essential Amino Acids
Solution (NEAA), and maintained in 5% CO2 humidified air at 37° C. After confluence, cells
were isolated by trypsinization and used between the 4th and the 6th passages.
Extracellular elastin quantification
The protocol established for this study is based on the ELISA technique, as described by
Vallet and Wiel (2001). Confluent VSMC were cultured in fresh 1% FBS-DMEM with 0%,
1% or 3% (v/v) final concentration of dill extract. Dexamethasone (0.1µM) was used as
positive control of elastin expression stimulation (Barnett et al., 2011). After 48h,
extracellular elastin was quantified by measuring the absorbance of the wells at 450 nm.
Complete protocols of cell culture, cells passage and ELISA as well as the reagents references
are described in the online data supplement.
Statistics
Comparisons of treated and control mice body weights, heart weight/body weight ratios, as
well as vessel diameter (OD and ID), wall thickness, distensibility, and stress-strain relation in
response to transmural pressure or vasoactive agonists were assessed using ANOVA test.
One-, two- or three-way ANOVA followed when necessary by Fisher’s least significant
difference test (LSD) for paired value comparisons. Unless otherwise indicated, the results are
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presented as mean values ± SEM, and p values ≤0.05 were considered as statistically
significant.
RESULTS
General physiological parameters
Body weight increased with age only in female mice, independently of treatment, and was
unaffected by dill extract in all groups (Fig. 1A,B). While no significant age-dependent
increase in blood pressure was detected, an increase in PP (pulse pressure) was observed in
aged control groups from both genders. Also, in aged male and female mice, not in adult
animals, systolic, diastolic and MAP (mean arterial blood pressure) were significantly reduced
by ≈10% after 3-month chronic treatment with dill extract (Table 1). To determine whether
dill extract affects cardiac morphology and possibly function, total heart weight-, left ventricle
plus septum weight- and right ventricle to body weight ratios (HW/BW, LV+S/BW and
RV/BW, respectively) were compared. Interestingly, treatment with dill extract induced
cardiac mass regression only in aged male mice: HW/BW, LV+S/BW and RV/BW ratios
were decreased by 16%, 15% and 22% when compared to age-matched controls, respectively
(Fig. 1C). No difference in heart weight ratios could be detected after chronic treatment in
female mice (Fig. 1D). In addition, an age-related increase in HW/BW, LV+S/BW and
RV/BW ratios was observed only in untreated groups of male mice and in all groups (dill-
treated and untreated) of female mice (Fig. 1C, D).
Abdominal aorta morphology
Based on Haematoxylin-Eosin-Safran (HES) staining, it appeared that no difference in
general vascular wall structure morphology and collagen distribution was observed in
response to dill extract treatment (Fig 2A). Nevertheless, interestingly, many neo-synthesized
small elastic fibers were observed in all dill-treated groups (Fig.2B), although the number of
elastic lamellae (EL) in the abdominal aorta media was unchanged by aging or dill-treatment
(Figs. 2A and 3A,B). Aging induced EL disruptions in both treated and untreated mice of the
two genders and treatment with dill extract resulted in the presence of more consistent ELs
with significantly less fragmentation (2-way ANOVA, P≤0.05), compared to age-matched
control groups (Figs. 2B and 3C,D). In aged animals, in which the effect of dill extract was
more important, the numbers of disruptions per EL of dill-treated arteries, compared to their
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control counterparts, were: 3.97±0.13 vs. 5.09±0.3 (males) and 3.6±0.08 vs. 4.76±0.2
(females), respectively. Taken together, these results indicate that chronic treatment with dill
extract protects elastin and reactivates its synthesis as well as elastic fiber assembly.
Desmosine and hydroxyproline contents in the carotid artery
Both elastin and collagen are crucial for the determination of elastic properties of the arterial
wall. Desmosine and hydroxyproline contents were therefore measured in the left carotid
artery to evaluate elastin and collagen contents, respectively. While dill extract generally
increased desmosine levels, more clearly in females (p≤0.05) than in males (p=0.06), it also
elevated the hydroxyproline content in female mice only. However, dill treatment had no
effect on the total protein contents (Figs. 4A-F). It was also found that aging elevated
hydroxyproline levels in males and protein contents in females, independently of treatment
(Figs. 4B,F). To better understand the functional significance of differences in collagen and
elastin levels, both measurements were normalized to the total protein content of the vessel
wall, providing an indication of the local matrix composition. In female mice, while age-
related decreases in the desmosine and hydroxyproline to total protein ratios were observed,
treatment with dill extract generally increased these ratios when compared to controls (Fig. 4J,
K). Desmosine to hydroxyproline ratios were unchanged by aging or treatment in both
genders (Fig 4I, L).
Abdominal aorta biomechanics
In order to compare the impacts of aging and treatment with dill extract on the arterial
function, biomechanical tests were performed on isolated abdominal aorta segments from all
groups of mice. The mechanical properties of the abdominal aorta were studied by correlating
changes in vessel inner diameter (ID) and outer diameter (OD) with increases in transmural
pressure. Surprisingly, dill extract treatment generally increased the OD (0-175mmHg) and ID
(25-175 mmHg) in male mice, while it induced a general decrease in abdominal aorta OD and
ID in female mice at all pressures (Fig. 5A-D). Dill extract also had an age-dependent impact
on the wall thickness, which was decreased in adults and increased in aged mice after
treatment (Fig 5E,F). Aging, independently of treatment, also resulted in a generally
significant arterial enlargement in males, not in females (Fig. 5A,C). Furthermore, aorta
distensibility, an elastic index of the aorta (Cardis et al., 2006), was generally reduced during
aging in both genders, independently of dill extract treatment. The only exception was a
distensibility at low pressure (0-25 mmHg) higher in aged than in adult male -not female-
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mice due to dill treatment. Also, arteries treated with dill extract had improved distensibility
in the whole range of pressure in female mice and at pressures below 50mmHg in male mice
(Fig. 6A-D). With age, the thickening of the arterial wall induced a general decrease in
circumferential stress (inversely correlated to wall thickness) in both male and female mice,
independently of dill treatment (Fig 7A,B). Arterial circumferential stress was also found
lower in female –not male- aged mice after chronic treatment with dill extract (Fig 7A,B). The
arterial strains were generally higher in dill extract-treated than in untreated animals and
lower in aged than in adult mice. An exception was found in treated male aged mice, in which
arterial strains were higher at low pressure (0-100 mmHg) and lower at high pressure (125-
175 mmHg), compared to those of treated male adult animals (Fig 7C,D). At any given strain,
the stress-strain curves indicated that treatment decreased aortic stress in aged mice, shifting
the strain-stress relation in dill extract-treated aged animals closer to that found in younger
adult mice (Fig 7E, F). These results indicated that the treatment by dill extract substantially
improved the biomechanical properties of the aging aortic wall.
Regarding the abdominal aorta reactivity, the effects of the smooth-muscle cell-dependent
vasoconstrictor phenylephrine (PE) and the endothelium-dependent vasodilator acetylcholine
(Ach) were investigated. Dill extract treatment had no significant effect on the response to PE
and Ach in all groups. Only a trend to age-dependent increase in vasoconstriction and
decrease in vasodilation –becoming significant only in females regarding vasodilation- was
observed, independently of treatment (Fig. 7A-D).
Impact of treatment with dill extract on elastin production by VSMCs
We investigated the effect of treatment with dill extract on elastin synthesis by cultured
VSMCs. Dill extract induced a significant increased in elastin synthesis at 1%  v/v (+101%)
and at 3% v/v (+116%). No significant difference was observed between the effects of dill
extract (1% or 3%) and dexamethasone, used as a positive control (Barnett et al., 2011).
DISCUSSION
Age-related degradation of elastic fibers is associated with severe vascular
malfunctions/pathologies, including aneurysms, aortic dissections and vascular stiffness
(O'Rourke & Hashimoto, 2007 ; Arribas et al., 2006 ; Dietz & Mecham, 2000). The latter has
a marked effect on aortic cushioning function and ultimately a devastating effect on the heart,
as well as on brain and kidney microcirculations (O'Rourke & Hashimoto, 2007). Since
elastin production only takes place before the end of childhood (Pasquali-Ronchetti &
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Baccarani-Contri, 1997), the identification of molecules capable of protecting elastin and/or
enhancing its synthesis in mature animals would be of major importance to counteract the
age-associated arterial stiffening of large arteries. Among the different molecules and
products demonstrated to increase elastin expression, such as minoxidil (Tsoporis et al., 1998
; Tajima et al., 1995 ; Hayashi et al., 1994), nicorandil (Raveaud et al., 2009) and the non-
denatured soybean extracts (Zhao et al., 2009), dill seed extract has been proven to have the
abilities to activate LOXL gene –an enzyme crosslinking elastin- in skin fibroblast and elastic
fiber formation in vitro in dermal equivalent models (Cenizo et al., 2006) and to improve skin
elasticity and smoothes face wrinkles in humans (Sohm et al., 2011). In this context, we
investigated the effects of chronic treatment with dill extract on the functional/structural
properties of the abdominal aorta in adult and old male and female mice.
First, our data indicate that treatment with dill extract reduces the proportion of elastic lamella
fragmentation by 22% and 24% in male and female aged mice, respectively. This could be
explained by the action of polyphenols, highly present in dill seeds: 1250 mg/100g (Pérez-
Jiménez et al., 2010). Actually, dill seeds contain a wide variety of phytochemical
components such as cardiac-glycoside, terpinoid, saponins, tannins and flavonoid (Jana &
Shekhawat, 2010, 2010a), the last two compounds belonging to the polyphenol family
(Angeloni et al., 2008 ; Patil et al., 2003 ; Reed, 1995). It is well known that polyphenols are
the most abundant antioxidants present in foods of plant origin (Quiñones et al., 2013), and
their antioxidant action has many beneficial effects (anti-thrombotic, anti-inflammatory, anti-
apoptotic, hypolipemic or anti-atherogenic) on the cardiovascular system (Schroeter et al.,
2006 ; Dell'Agli et al., 2004 ; Pérez-Vizcaíno et al., 2002 ; Ruf, 1999). In particular, several
studies have shown that polyphenols can: i) modulate the activity of various enzymes
(Quiñones et al., 2013), including a reduction of elastase activity by up to 90% (Thring et al.,
2009) as well as a decrease in proteolytic degradation of elastic fibers by elastolytic enzymes
belonging to the serine-proteinase, cysteine-proteinase and metallo-proteinase families
(Jimenez et al., 2006), and ii) enhances tropoelastin (elastin precursor) biostability in
treatments of dermal fibroblasts with tannic acid, a polyphenol of the tannin family (Jimenez
et al., 2006). Consistent with the latter result from the literature, our work also shows that dill
extract stimulates elastin synthesis, both in vitro in cultured VSMCs and in vivo. In animals
chronically treated with dill extract, numerous additional neo-synthesized elastic fibers were
detected between ELs in all groups of mice, and increased arterial levels of desmosine –i.e.
elastin- were measured at all ages, especially in female mice. Taken together, our data suggest
that dill extract not only induces an increase in elastin production but also triggers the
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complex multi-molecular processes which are necessary for the assembly of mature elastic
fibers, including in aged animals. This latter result is of particular importance since, although
age does not induce any major changes in elastin and fibrilin-1 mRNA levels (Ashcroft et al.,
1997), elastin and elastic fiber productions usually occur only before the end of childhood,
likely because of age–dependent elastin mRNA instability and decline in molecules necessary
for elastic fiber assembly (Fritze et al., 2012; Kielty  et al., 2002 ; Nejjar et al., 1990). One of
these molecules of major importance in this process is the enzyme lysyl oxidase-like-1
(LOXL1), expressed during the first decades of life and strongly declining later (Cenizo et al.,
2006). LOXL1 is responsible for elastin cross-linking (Cenizo et al., 2006 ; Hornstra et al.,
2003), elastic fibers homeostasis (Liu et al., 2004) and human skin elastogenesis (Noblesse et
al., 2004). Since Cenizo et al. have shown that treatment of dermal equivalent model with dill
extract increased LOXL gene expression and elastin detection, suggesting an increase in
elastogenesis efficiency (Cenizo et al., 2006), our present results showing dill-enhanced
arterial elastogenesis could be attributed to LOXL1 activation by chronic dill extract.
Neosynthesis of elastic fibers and protection against EL ruptures induced by dill extract could
then explain the improvement of aortic distensibility observed in aged mice after treatment.
This is of particular importance since aortic distensibility normally decreases with age (Rose
et al., 2010), due to numerous factors, including decreased elastin, increased medial thickness,
increased collagen content, and increased AGEs (Qiu et al., 2007). Here, the fact that, in aged
mice, dill extract treatment improved arterial distensibility, decreased blood pressure, and
even shifted aortic stress-strain relation close to that found in untreated adults, is a good
evidence of its anti-aging potential.
Another particularly important result of our work was obtained in aged male mice. In these
animals, chronic treatment with dill extract reduced age-associated cardiac hypertrophy. Some
possible mechanisms of cardiac mass regression could be related to: i) the phenolic
compounds present in dill seeds, since it has been shown that treatment with quercetin -a
flavonoid abundant in dill (Moehle et al., 1985) - prevents cardiac hypertrophy in male rats
(Han et al., 2009) and/or ii) dill-improved aortic distensibility, which has been demonstrated
to decrease LV weight (Matsumoto et al., 2000). Interestingly, we did not detect any decrease
due to dill extract in the age-dependent cardiac hypertrophy in female mice. This could be
explained by gender-difference in the mechanisms generating myocardial hypertrophy
(Gürgen et al., 2013). Gürgen et al., showed that activation of mTOR (mammalian target of
rapamycin) induces cardiac hypertrophy in male mice while it contributes to cardiac
protection in females (Gürgen et al., 2013). Since treatment with quercetin inhibits mTOR
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signaling, as shown in cancer cells (Brüning, 2012), dill extract –rich in quercetin- could
reduce mTOR signaling and subsequently decrease cardiac mass only in male mice.
In summary, the present study shows that chronic treatment with dill extract reduces blood
pressure and age-related cardiac hypertrophy in males, maintains elastic lamellae integrity, re-
induces elastin synthesis and improves abdominal aorta biomechanics. In addition to its anti-
aging effects on skin, dill extract could be considered as a new anti-aging product for the
cardiovascular system. These results suggest that the use of chronic treatment with dill
extract, which does not require approval as a new pharmaceutical drug, may be of particular
interest in clinical trials aimed at preventing or treating age-related vascular stiffness and its
sequels. Further experiments aiming at fractionating dill extract may help to identify the
active molecules.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1
Body and heart weights. Comparison of body weight (BW) (A and B), total heart weight-
(HW/BW), left ventricle plus septum weight- (LV+S/BW) and right ventricle- (RV/BW) to
body weight ratios (C and D) between control and dill-treated adults and old mice (females
and males). C: control (= untreated animals). Male mice: left column, female mice: right
column. Values are mean ± SEM. # General significant difference between adult and old
mice, independently of dill treatment (2-way ANOVA, P≤0.05) $ General significant
difference in LV/BW and RV/BW between adult and old mice, independently of dill
treatment (3-way ANOVA, P≤0.05). & Significant difference with adult control mice using 2-
way ANOVA followed by LSD test (P≤0.05) + Significant difference with adult control mice
using 3-way ANOVA followed by LSD test (P≤0.05), respectively . *Significant difference
with age-matched control animals using 2-way ANOVA followed by LSD test (P≤0.05).
ΔSignificant difference with age-matched control animals using 3-way ANOVA followed by
LSD test (P≤0.05). n= 4-7 per group.
Figure 2
Histology of the abdominal aorta from adult and old mice of both genders, untreated or
treated with dill extract. Cross-sections are presented after hematoxylin–eosin–safran (HES)
or Weigert stainings, at low magnification -bar size: 50 µm (A), and higher magnification -bar
size: 19.7 µm (B). Black arrows: elastic lamella disruptions. Red arrows: neo-synthesized
elastic fibers. n=3 per group.
Figure 3
Histomorphometric parameters of the abdominal aorta wall. Number of elastic lamellae (A
and B) and total number of rupture in elastic lamellas per vessel (C and D) in the abdominal
aorta of adult and old mice of both genders, untreated or chronically treated with dill extract.
EL: Elastic lamellae. Values are mean ± SEM. Male mice: left column, female mice: right
column. * General significant difference between controls and dill-treated mice,
independently of age (2-way ANOVA, P≤0.05).  # General significant difference between
adults and aged mice, independently of treatment (2-way ANOVA, P≤0.05). n= 3 in each
group.
Figure 4
Desmosine, hydroxyproline and total protein levels in the carotid artery walls from adult and
old mice of both genders, untreated or chronically treated with dill extract. G, H (males) and
J, K (females) represent the desmosine and hydroxyproline ratios relative to total protein
content. OH-proline: Hydroxyproline. Values are mean ± SEM. * General significant
difference between controls and dill-treated mice, independently of age (2-way ANOVA
P≤0.05), & same difference with p=0.06. # General significant difference between adults and
old mice, independently of treatment (2-way ANOVA P≤0.05). n=3-5 per group.
113
Figure 5
Diameter-pressure curves and wall thickness of the abdominal aorta. The outer diameter (A
and B), inner diameter (C and D) and wall thickness (E and F) of the abdominal aorta, in
untreated and dill-treated adult and aged mice of both genders. Male mice: left column,
female mice: right column. *, & General significant difference between controls and dill-
treated mice in the whole pressure range (0-175 mmHg) or in the 25-175 mmHg pressure
range, respectively (3-way ANOVA followed by LSD-test when necessary, P≤0.05). #
General significant difference between adults and old mice, independently of treatment (3-
way ANOVA P≤0.05). n=4-6 per group.
Figure 6
Abdominal aorta distensibility in the pressure ranges from 0 to 175 mmHg (A, B) and 25 to
175 mmHg (C, D) in untreated and dill-treated adult and aged mice of both genders. Male
mice: left column, female mice: right column. *General significant difference between
controls and dill-treated mice, independently of age (3-way ANOVA P≤0.05). # General
significant difference between adults and old mice, independently of treatment (3-way
ANOVA P≤0.05). n=4-6 per group.
Figure 7
Effect of dill extract treatment and age on circumferential stress (A and B), strain (C and D)
and stress-strain relation (E and F) in the abdominal aorta of untreated and dill-treated adult
and old mice of both genders. Male mice: left column, female mice: right column. * General
significant difference between controls and dill-treated mice, independently of age (3-way
ANOVA followed by LSD-test when necessary, P≤0.05). # General significant difference
between adults and old mice, independently of treatment (3-way ANOVA P≤0.05). n=4-6 per
group.
Figure 8
Influence of dill extract treatment and age on the abdominal aorta response to vasoactive
agonists in adult and old mice of both genders. Effects of the vasoconstrictor phenylephrine
(10-5M) on the arterial inner diameter (A and B). Effect of the vasodilator acetylcholine (10-
5M) on the restoration of the diameter of the aorta pre-constricted with 10µmol/L
phenylephrine. # General significant difference between adults and old mice, independently of
treatment (2-way ANOVA P≤0.05).
Figure 9
Effect of dill extract on elastin production by cultured vascular smooth muscle cells.
Dexamethasone (Dexa) was used as positive control. The absorbance is representative of
extracellular elastin quantity. * Significantly different from 0% dill, the negative control (one-
way ANOVA, P ≤ 0.05). n=7-11 in each group.
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Table 1
Systolic, diastolic, mean arterial blood pressures and pulse pressure in controls and dill-
treated mice of both ages and both genders.
Values are mean ± SEM. MAP: mean arterial blood pressure, PP: pulse pressure. * Significant
difference between dill-treated mice and age-matched controls (3-way ANOVA followed by
LSD test, P≤0.05). & Significant difference between adults and old control mice (2-way
ANOVA, followed by LSD test, P≤0.05). n= 5-7 per group.
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ONLINE SUPPLEMENTAL INFORMATION
Materials and methods
Vascular smooth muscle cell (VSMC) culture
Vascular smooth muscles cells (VSMC) were isolated as described previously with some
adaptations (Shoulders and Raines 2009). The thoracic aorta was removed, cleaned of fat and
connective tissue and placed in a washing solution (2.5µg.mL-1 fungizone (antimycotic,
invitrogen cat. No. 15290; Saint Aubin, France) diluted in Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS, invitrogen cat. No 14025; Saint Aubin, France). The aorta was pre-digested for 30
min at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Invitrogen, cat. No.
31966021; Saint Aubin, France) containing 1 mg ml−1 collagenase type 2 (Worthington
Biochemical Corporation,cat. No. 4174; New Jersey, USA). After this step, the external
envelope of the extracted aorta, i.e. the adventitia, becomes visibly altered and easily
separable. After removing the adventitia, the intima-media was cut into small pieces of
approximately 1-2 mm in length. Then, aorta pieces were digested for 40 min at 37°C in
DMEM solution containing 1 mg ml−1 collagenase type 2 and 0.5 mg ml−1 elastase
(Worthington Biochemical Corporation,cat. No.LS002290; New Jersey, USA). After the
digestion step, the rest of tissues were mechanically dissociated by gently shaking the solution
for 10 min. cell suspension solution was centrifuged at 600xg for 10 minutes. The supernatant
was discarded, the cells were resuspended in culture medium and incubated in a gelatin
(MERCK cat No 104078; Darmstadt, Allemagne)-precoated well of a 24-well cell culture
plate at 37°C, 5% CO2.
Cell culture medium ingredients: DMEM + 20% (v/v) Fetal bovine serum (FBS; invitrogen,
cat. No.1600; Saint Aubin, France) + 1% (v/v) penicillin/streptomycin solution (invitrogen,
cat. No. 10378; Saint Aubin, France) + 1% Non-Essential Amino Acids Solution (NEAA,
Invitrogen, cat. No. 1140; Saint Aubin, France).
Cell passage
To passage cells after confluence, the culture medium was removed from the culture well or
dish, washed 2 times for 10 minutes with DPBS (without Ca2+ and Mg2+, (Invitrogen cat No
14190; Saint Aubin, France), then added to an adequate volume of 0.25%trypsin-EDTA
(Invitrogen, cat. No 25200; Saint Aubin, France) for 5 minutes at 37°C. After this step, some
cells are detached from the plate surface while many other cells remain attached to the dish
bottom although they become round. The medium had then to be flushed up and down several
times to induce mechanical detachment of the remaining attached cells. A volume of culture
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medium which was twice the volume of medium bathing the cells was then added (total of 3
volumes), and the cell suspension was transferred to a centrifugation tube and centrifuged for
10 minutes at 600xg. The supernatant was removed and cells were resuspended in the
adequate volume of culture medium, then placed into an adequate culture well or dish pre-
coated with gelatine. Cells could be used between passage numbers 1 to 7.
Measurement of the extracellular matrix protein content by ELISA
The method described by Vallet and Wiel (2001) was used in our experiments. VSMC were
deprived of serum overnight in DMEM containing only 1% FBS, to limit cell proliferation,
before trypsinization and seeding at 25000 cells/well in a P96 plate, where the cells were left
for another night for cell adhesion. The culture medium was then removed and replaced by
fresh 1% FBS-DMEM in which minoxidil-sulfate (1 or 2 mM) was added. For each
concentration, 8-12 wells were used. In addition, the cells of 9 other wells were bathed in 1%
FBS-DMEM containing 0.1µM dexamethasone. After 48h, i.e. the time to allow for elastin
synthesis and excretion, the cells were washed 3 times with PBS (Invitrogen- Life
Technologies Ltd., reference #14040174), then fixed for 10 min in 4% paraformaldehyde at
room temperature. The wells were washed again 3 times with PBS, before blockade of the
non-specific binding sites with 2%BSA containing-PBS for 30 min at 37°C, then washed 3
times with 0.1% Tween-containing PBS. After this step, the cells were incubated in 2%BSA
containing-PBS for 1h at 37°C with the primary antibody (Elastin Products Company, Inc.
Missouri, USA, TP592) at the concentration of 1/1000. The cells were then washed 3 times
with 0.1% Tween-containing PBS before incubation for 1h at 37°C in the dark with the
horseradish peroxidase (HRP)-coupled secondary antibodies. The secondary anti-mouse
antibody (Sigma, St Quentin-Fallavier, France, A4416) was used at 1/10000. The cells were
then washed 3 times with 0.1% Tween-containing PBS, before 100 µl TMB (3,3',5,5'-
tetramethybenzidine, Millipore ES022) , the substrate of HRP  (horseradish peroxidase), was
added to each well for 30 min in the dark at room temperature. The reaction was then stopped
by the addition of 100 µl 0.3 M-sulfuric acid to each well. After 10 min, the absorbance of
each well – a function of extracellular elastin quantities- was measured at 450 nm.
Dexamethasone has been shown to induce a strong increase in production of extracellular
elastin, and was used here as a positive control (Barnett et al., 2011). Cells used in our
experiments originated from several cell cultures.
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Surgical procedure and mechanical studies
Animals were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg), and an
injection of heparin was performed in the saphenous vein. Segments of the abdominal aorta
were quickly excised and placed in physiological buffer (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.17 mM
MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 2.6 mM NaHCO3, 0.34 mM Na2HPO4, 5.5 mM D-glucose, 0.025
mM EDTA, 10 mM HEPES, 1.6 mM CaCl2-2H2O; pH = 7.4). The vessels were cleaned of
adhering connective tissue and fat, then cannulated and mounted onto a pressure arteriograph,
as described previously (Faury et al., 1999). The experiments were performed at 37°C in an
organ bath filled with physiological buffer. Following a 30-minute equilibration period, the
vessel was transilluminated under an inverted microscope connected to a charged-coupled
device camera and to a computerized system allowing the continuous recording of the vessel
diameters. Recordings of vessel inner diameters (IDs) and outer diameters (ODs) were taken
while increasing the intravascular (transmural) pressure from 0 to 175 mmHg by steps of 25
mmHg (5 minutes per step). The inner diameter was directly measurable by transillumination
above 125mmHg, because of the thinning of the vessel wall due to increasing pressure-
induced dilatation, allowing a clear and contrasted image of the inner wall edge. As
previously described, inner diameter can be accurately calculated through the entire range of
pressure tested, from the measured OD and a unique measurement of vessel wall cross-
sectional area (WCSA). As previously described (Faury et al., 1997), assuming that WCSA is
constant, the formula finally used to calculate ID was: IDx mmHg = (OD2x mmHg - OD2175 mmHg
+ ID2175 mmHg)
Distensibility is defined as the change in relative volume (percentage) of the lumen per
pressure unit during a change in intravascular pressure, as described by Smith and Kampine,
(1990).
Distensibility (D), in percent, is: D = 100(V /VA)/P
VA is the luminal initial volume before a small change in pressure. V is the luminal volume
change (VA to VB) in response to a change in transmural pressure (from pressure A to B). The
luminal volume of a given constant length (L) of a vessel segment is L..ID2/4, so that :
D = 100([L  (IDB2 / 4)] / [L  IDA2 / 4] )/P
D = 100((IDB2) / IDA2)/P = 100[(IDB2 - IDA2) / IDA2]/P
Since the pressure change increment in our experiments was 25mmHg, we replaced, in the
following sections, the distensibility (% change in volume per 1mmHg) by the distensibility
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per 25mmHg increment (D25). In any pressure range, a 25mmHg pressure change between
pressure X mmHg and pressure X+25 mmHg leads to the following expression of D25.
D25 = 100(IDX+25
2 - IDX
2) / IDX
2
Because the pressure-change increment in our experiments was 25mmHg, distensibility is
expressed as the distensibility per 25mmHg increment (D25).
Circumferential midwall strain and circumferential wall stress were calculated according to
the formulas given by Gibbons and Shadwick, (1989) :
Circumferential mid-wall strain () :  = R / R0 = (R - R0) / R0
where R is the mid-wall radius (R = (OD+ID)/4) and R0 is the mid-wall radius at no
transmural pressure (0mmHg).
Circumferential wall stress () :  = P r / h
where P is the pressure (in kPa), r is the luminal radius (= ID/2) and h is the wall thickness.
1 kPa is assumed to be equal to 7.5006mmHg.
 represents the forces that are circumferentially applied on a each small portion (surface) of
the vessel wall, because of the intraluminal pressure-induced stretching of the vessel.
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ABSTRACT
Elastic fibers are formed by a core of the protein elastin (90%) which is surrounded by a layer
of fibrillin-rich microfibrils (10%). Elastin is synthesized only in early life and adolescence
mainly by the vascular smooth muscles cells (VSMC) through the cross-linking of its soluble
precursor, tropoelastin. It confers the mechanical properties of resilience and elasticity
essential to the large elastic arteries. Normal vascular aging is associated with structural and
functional changes of the arterial wall leading to loss of elasticity and stiffness. However, dill
extract has been shown to have the ability of increasing lysyl oxidase–like-1 (LOXL1) gene
expression, enzyme responsible of tropoelastin crosslinking to form elastin, in skin fibroblast
and elastic fiber formation in vitro in dermal equivalent models. Here, we have investigated
the effects of chronic treatment (3 months) with two doses (5% or 10% v/v) of dill extract on
the structure and function of the ascending aorta in old male mice. Our results indicate that
dill extract treatment protects elastic lamellae integrity, reactivates elastin synthesis and
improves in a dose-dependent manner the biomechanical properties of the aging aortic wall.
In conclusion, dill extract reverses the age-related changes in arterial wall and therefore could
be considered as an anti-aging product for the cardiovascular system.
Key word: Ascending aorta, elastic fibers, dill extract, distensibility, aging
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INTRODUCTION
Elastic fibers, comprising an elastin core (90%) surrounded by a mantle of fibrillin-rich
microfibrils (10%) (Fhayli et al., 2012 ; Rosenbloom et al., 1993), are essential extracellular
matrix (ECM) macromolecules endowing extensible tissues with critical mechanical
properties such as resilience, flexibility and elasticity (Zou & Zhang, 2009). Elastic fibers,
arranged in concentric elastic lamellae in the arterial wall (Li et al., 1998), are responsible for
the essential part of the mechanical properties of the aorta and its main branches (Fhayli et al.,
2012 ; Pezet et al., 2009). The mechanics of these large elastic arteries is one of the principal
contributors to appropriate hemodynamics, since the main role of central arteries is to cushion
and dampen the pressure oscillations and flow produced by ventricular ejection (Barodka et al.,
2011). The aorta and some of the proximal large vessels store about 50% of the left ventricular
stroke volume during systole. In diastole, the elastic forces applied by the aortic wall forward
this volume to the peripheral circulation, creating a continuous peripheral blood flow (Mariko
et al., 2011 ; Dobrin, 1978). This cushioning phenomenon, called Windkessel effect, helps to
decrease the heart afterload, smooth the arterial blood pressure and flow, resulting in
regularisation of flow in the arterioles (Wagenseil & Mecham, 2009 ; Laurent, 2006).
Elastin, accounting for an important percentage of the arterial dry weight (over 50% in the
ascending aorta), is mainly synthesized by the vascular smooth muscles cells (VSMCs),
through the cross-linking of its soluble precursor tropoelastin, only in early life and
adolescence (Fhayli et al., 2012 ; Pezet et al., 2009 ; Pasquali-Ronchetti & Baccarani-Contri,
1997). From its –maximum- quantity existing after childhood, elastin is progressively
degraded during aging by mechanical and enzymatic processes. As elastin gradually fails, its
load-bearing function is presumably taken over by collagen which renders the vessel wall less
elastic and more rigid as observed in the aging process (Hodis & Zamir, 2009). Loss of elastin
leads to an increase in the collagen/elastin ratio resulting in increased arterial stiffness and
decreased arterial distensibility (Greenwald, 2007). Actually, several age-dependent
mechanisms contribute to arterial stiffening, including medial calcification and lipid
deposition (Basalyga et al., 2004), and elastic fiber disruptions due to the increased activity of
elastin-degrading enzymes, such as several matrix metalloproteases (MMP), MMP-2 and
MMP-9 (McNulty et al., 2005 ; Jacob, 2003). Vascular stiffness causes arterial wave
reflexions at the end of the systole rather than during diastole, increasing systolic and
decreasing diastolic blood pressures, thus increasing pulse pressure (Mackenzie et al., 2002).
The increase in systolic blood pressure increases the systolic workload of the left ventricle
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(LV), leading to increased oxygen consumption, LV hypertrophy and interstitial fibrosis. All
of these events predispose to the development of aging-heart failure (Astrand et al., 2011 ;
Lee et al., 2010).
Many therapeutic strategies, pharmacological (anti-hypertensive treatments, AGEs breakers)
or non-pharmacological (exercise training, weight loss and many dietary modifications), have
been proposed to qualitatively and/or quantitatively improve the structure and function of
elastic fibers, and subsequently reduce the arterial stiffness (Lee et al., 2010). Dill extract has
previously been shown to have the ability of increasing lysyl oxidase–like-1 (LOXL1) gene
expression in skin fibroblast and elastic fiber formation in vitro in dermal equivalent models
(Mimeskin® and Mimederm®) (Cenizo et al., 2006). This is of particular importance since
LOXL1 -a copper-dependent enzyme- initiates covalent crosslinking of the elastin precursor
(tropoelastin) molecules, which is a crucial step of normal elastin maturation (Behmoaras et
al., 2008). In addition, a recent clinical study showed that, after treatment with dill extract,
skin elasticity was improved. The skin felt more elastic, wrinkle appeared smoothed and face
contours appeared remodeled (Sohm et al., 2011). Because of these demonstrations of its
efficiency on elastic fiber formation in skin, we have designed a study aiming at investigating
the potential of a chronic treatment with dill extract on the protection of arterial function
during aging. In the present work, we have investigated the effects of a chronic treatment with
different doses of dill extract (5% and 10% v/v in drinking water) on the structure and
function of the ascending aorta in old male mice. Our results indicate that dill extract
treatment protects elastic lamellae (EL), reactivates elastin synthesis and improves in a dose-
dependent manner the biomechanical properties of the aging aortic wall.
MATERIALS AND METHODS
Animals
Twenty-four aged were used at 24-25 months of age. In addition, ten untreated C57BL6/J
mice aged of 6 months were used as adult control. All housing and surgical procedures were
in accordance with institutional guidelines.
Aqueous extract of dill
The pure aqueous extract was prepared by mixing 5 g dill seed powder with distilled water
q.s.p 100 g. The mixture was incubated overnight under agitation at 4°C, and then centrifuged
for 15 min at 8000xg at 4°C. The final product, i.e. dill extract, was obtained after four
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filtration steps (3µm, 1.2µm, 0.8 µm, and 0.45µm). In our experiments, we used a dilution of
5% (v/v) dill extract in the drinking water to treat the mice. The dill extract-supplemented
water was replaced every two days. Control mice were given tap water without dill extract.
Seeds of dill (Anethum graveolens) were from BASF (Lyon, France).
Heart Weight
Mice were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60mg/kg). Hearts were
collected, washed and weighed (wet weight). Left ventricle, right ventricle and septum were
then dissected, washed, and weighed (wet weight). Total heart weight to body weight
(HW/BW), left ventricle + septum weight to body weight (LV+S/BW) and right ventricle
weight to body weight (RV/BW) ratios were calculated as percentages.
Surgical procedure, mechanical studies and ascending aorta reactivity
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60mg/kg) and the
ascending aorta was excised and placed in a physiological buffer composed of: 135 mM NaCl,
5 mM KCl, 1.6 mM CaCl2, 1.17 mM MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 2.6 mM NaHCO3, 0.34 mM
Na2HPO4, 5.5 mM D-glucose, 0.025 mM EDTA, 10 mM HEPES (pH 7.4). The vessels were then
cannulated and mounted onto a pressure myograph placed under a videomicroscope allowing
for aorta bathing and filling with physiological solution at 37°C. By using the homemade
videoanalysis software WinDiam coupled to the videomicroscope, the inner and outer
diameters were measured when changing the intraluminal pressure of the physiological
buffer. Below 125mmHg, the inner diameter was calculated as described (Faury et al., 2003).
Distensibility, i.e. the change in relative luminal volume (percentage) per mmHg (Smith &
Kampine, 1990), was then calculated. Here, we have used the distensibility per 25mmHg
increment (D25).
Circumferential midwall strain (), circumferential wall stress () and incremental elastic
modulus (Einc) were calculated according to classical formulas (Gibbons & Shadwick, 1989). 
: relative increase in diameter, at a given pressure, as compared to the diameter at no pressure.
 : forces that are circumferentially applied on a each small portion (surface) of the vessel
wall. Einc: indicative of wall stiffness.
Variations of the abdominal aorta diameter in response to 10-5M phenylephrine (PE), a
VSMC-dependent vasoconstrictor mainly acting through the alpha1-adrenoceptors, then
10-5M acetylcholine (Ach), an endothelial cell–dependent vasodilator, was assessed at
75mmHg (Faury et al., 2003).
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Complete protocol is described in the online data supplement.
Histological examination
After mouse anesthesia by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg), an
intracardiac perfusion of 4% paraformaldehyde (PFA) was performed in order to maintain
vessels morphology under pressure. The ascending aorta was excised and conserved in 4%
PFA for one night at 4°C and embedded in paraffin. Five-micrometer sections were cut,
deparaffinized with xylene, hydrated in ethanol, and then rinsed with water. Two typical
stainings were used: Haematoxylin-Eosin-Safran (HES) staining for cytoplasm, nuclei and
collagen, and Weigert (resorcin-fuschin) staining for elastic fibers. After staining, the tissue
sections were examined under a light microscope modèle (Nikon France S.A.S). Elastic
lamellae disruptions were counted by using a 40x objective. In order to obtain the number of
disruptions per elastic lamella in a given vessel, we ratioed the total number of lamella
disruptions to the number of elastic lamella in the corresponding vessel. Counting was
repeated at least three times to reduce error risks and the average was calculated in each
group.
Statistics
Comparisons of treated and control mice body weights, HW/BW, LV+S/BW and RV/BW
ratios, number of elastic lamellae (EL), number of fragmentation in EL, as well as vessel
diameters (OD and ID), wall thickness, distensibility, incremental elastic modules (Einc),
stress, and stress-strain relation in response to transmural pressure or vasoactive agonists were
assessed using one- or two-way ANOVA followed when necessary by Fisher’s least
significant difference test (LSD) for paired value comparisons. Unless otherwise indicated,
the results are presented as mean values±SEM, and p values ≤ 0.05 were considered as
statistically significant.
RESULTS
Body weight, Heart weight measurements
Total heart weight-, left ventricular plus septum weight- and right ventricular-to body weight
ratios (HW/BW, LV+S/BW and RV/BW, respectively) were measured in all groups of mice.
Interestingly, treatment with 5%DE and 10%DE completely reversed the age-dependent
cardiac hypertrophy observed in untreated animals, inducing HW/BW and LV+S/BW ratio
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decreases in the range of 15% in aged animals. However, RV/BW ratios seemed to be
unaffected by age and treatment (Table 1).
Ascending aorta morphology
After hematoxylin-eosin safran (HES) staining, no clear difference in aorta wall structure
morphology and in collagen distribution was observed as a function of age or dill extract
treatment (Fig. 1A). However, Weigert staining showed that many additional neo-synthesized
elastic fibers were observed in all treated groups, especially in 10%DE-treated mice (Figs. 1A
and B). As compared to untreated adult animals, the aortic elastic lamellae (EL) of untreated
aged animals appeared considerably fragmented, while treatment of aged animals with dill
extract resulted in more consistent EL with less fragmentation. The numbers of disruptions in
each elastic lamella of aged mice were: 5.93±0.49 (untreated), 4.58±0.21 (5%DE) and
3.99±0.46 (10%DE) (Table 2). The number of EL in the media was unchanged by age or
treatment (Table 2).
Biomechanical properties of the ascending aorta
Ex-vivo biomechanical studies of the ascending aorta exhibited a general age-dependent
increase in arterial outer diameter (OD), inner diameter (ID) and wall thickness (Fig 2A-C).
Our data also showed that, in aged mice, treatment with dill extract (DE) induced arterial
remodeling: with 5%DE, the arterial OD, ID and wall thickness were smaller than those of
untreated mice. Therefore, the dimensions of 5%DE-treated arteries of aged animals returned
closer to those of their adult counterparts (Fig 2A-C). It was also observed that 10%DE
induced a thickening of the arterial wall, compared to all the other groups (Fig. 2C).
Regarding the mechanical parameters, a general age-dependent decline in distensibility was
observed in the 75-150 mmHg pressure range (Fig 3A). No significant improvements of aortic
distensibility were observed in aged mice after 5%DE treatment (Fig 3A). However, arteries
of 10%DE-treated aged animals displayed an increased aortic distensibility in the low
pressure range (25-75 mmHg) -compared to adult and aged untreated animals- and were
closer to the distensibility observed in aged control mice above 100 mmHg (Fig 3A).
Additionally, after 10%DE treatment of aged animals, circumferential wall stress, inversely
correlated to wall thickness, was found significantly lower in the 100-175 mmHg and 125-175
mmHg pressure ranges, when compared to young and aged controls, respectively (Fig 3B). At
similar circumferential strain, the arterial wall stress values of 10%DE-treated aged mice were
lower than in both adult and aged untreated animals (Fig 3C). When the data were analyzed in
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terms of incremental elastic modulus (Einc), indicative of the wall material stiffness, no
differences between animal groups could be detected in the pressure range of 0-125 mmHg.
At high pressure, when collagen bears an increased fraction of the stress, ascending aorta Einc
was found higher in control and dill extract-treated aged mice than in untreated adult animals
(Fig 3D). Taken together, these results indicate that the treatment with 10%DE improved the
ascending aorta distensibility and reduced wall stress.
Ex vivo response of ascending aorta segments to vasoactive agents
In untreated animals, the stimulation with phenylephrine (PE) induced a slightly decreased
vasoconstrictor response in aged (17%) compared to adult (20%) mice (P=0.06) (Fig 4A).
Interestingly, when compared with adult and aged controls, chronic treatment with 10%DE -
not 5%DE- reduced the vascular response to phenylephrine (Fig 4A). Regarding the response
to acetylcholine (Ach), no significant difference between groups could be detected (Fig.4B).
DISCUSSION
Elastic fibers play a key role in the structure and function of elastic arteries, contributing to
the physical properties of extensibility and elastic recoil, which are crucial for the normal
physiological functions (Johnson et al., 1995). During aging, the elastic arteries undergo a
progressive degradation of elastic fibers resulting in decreased arterial distensibility and
increased arterial stiffness (Hodis & Zamir, 2009). As elastogenesis only occurs during
embryonic development and last until the end of adolescence (Pasquali-Ronchetti &
Baccarani-Contri, 1997), the identification of new therapeutic strategies qualitatively and/or
quantitatively improving elastic fibers would be of major importance to counteract the age-
associated arterial alterations (elastin loss, subsequent arterial stiffening, …) and, more
generally, protect the organism against the deleterious effects of aging. Dill extract has
previously shown its ability to increase LOXL gene expression in skin fibroblast and elastic
fiber formation in vitro in dermal equivalent models (Cenizo et al., 2006), as well as, in a
clinical study, to improve skin elasticity and smooth face wrinkles (Sohm et al., 2011). In the
present study, we have investigated the effects of chronic treatment with two doses of dill
extract (5% and 10%, v/v, in drinking water) on the functional/structural properties of the
ascending aorta in old male mice.
First, our experiments have shown that treatment with dill extract played a pivotal role in the
protection of elastic lamella integrity. Compared to aged controls, 5%DE- and 10%DE-
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treatment reduced the number of aortic EL disruption by 23% and 33%, respectively. The
underlying mechanism of these findings might be due to a general protective mechanism or
the inhibitory action on elastin-degrading enzymes activities of DE components. This
hypothesis is supported by the fact that, among the principal phytochemical components of
dill seeds, tannins and flavonoid (Jana & Shekhawat, 2010, 2010a), belonging to the
polyphenol family (Angeloni et al., 2008 ; Patil et al., 2003 ; Reed, 1995), have shown several
beneficial effects on the cardiovascular system : they are anti-thrombotic, anti-inflammatory,
anti-apoptotic, hypolipemic and anti-atherogenic, through their antioxidant activity (Quiñones
et al., 2013 ; Testai et al., 2013 ; Schroeter et al., 2006). Additionally, polyphenols dose-
dependently reduce the activity of elastin-degrading enzymes belonging to the serine
proteinase, cysteine proteinase, and metallo-proteinase families (Thring et al., 2009 ; Jimenez
et al., 2006). Moreover, polyphenols could also reverse age-related calcification of elastic
fibers, by inhibiting the activity of alkaline phosphatase (Negrão et al., 2006), an enzyme
implicated in the process of vascular calcification (Lomashvili et al., 2004).
Also, despite the fact that elastogenesis occurs only until the end of childhood, elastin and
fibrilin-1 mRNA expression remain rather unchanged with age (Cenizo et al., 2006 ; Ashcroft
et al., 1997). However, the enzyme LOXL, which is responsible for elastin cross-linking, is
well expressed during the first decades of the life and dramatically declines later (Cenizo et
al., 2006 ; Hornstra et al., 2003). Several studies showed that LOXL enzyme maintains elastic
fibers homeostasis and it is involved in human skin elastogenesis (Liu et al., 2004 ; Noblesse
et al., 2004). A study by Cenizo et al. recently demonstrated in a dermal equivalent model that
treatment with dill extract significantly increases LOXL gene expression and elastin
deposition, suggesting an increase in elastogenesis efficiency (Cenizo et al., 2006). In
accordance with all the aforementioned results, we detected numerous additional neo-
synthesized elastic fibers after chronic dill extract treatment, especially in the ascending aorta
wall of 10%DE-treated mice. Besides their effects on elastin synthesis in skin, our data
showed that dill extract treatment induces an increase in elastin production and triggers the
process of elastogenesis also in the vascular system.
It is known that aortic distensibility markedly decreases with age and is correlated with
various cardiovascular diseases such as atherosclerosis, myocardial infarction and high blood
pressure (Simons et al., 1999 ; Arnett et al., 1994). Age-related degradation of EL could
decrease the role of elastic fibers (elasticity/distensibility) and increase the role of the collagen
fibers (stiffness) in the arterial mechanics in the lower and medium pressure range, where
elastic fibers usually play the major role. Our data show that the aorta of DE10%-treated aged
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mice exhibits an increased distensibility at low pressure and decreased wall stress at high
pressure. This dose-dependent improvement of aortic biomechanics might be related to the
neo-synthesized elastic fibers and/or the protective role of dill extract on elastic lamellae.
In the present work, chronic treatment with dill extract also reduced cardiac hypertrophy. A
possible role related to phenolic compounds existence in dill seeds could explain this
mechanism of cardiac mass regression. A study made by Qin et al., showed that treatment of
obese mice with the polyphenol resveratrol prevents the development of LV hypertrophy,
interstitial fibrosis and diastolic dysfunction (Qin et al., 2012). Additionally aortic distensibility
improvement could be another mechanism explaining the induction by DE of cardiac mass
regression, since it is known that LV mass is inversely correlated with aortic distensibility
(Matsumoto et al., 1997).
In conclusion, our results show that dill extract treatment –especially at 10%- protects EL,
reactivates elastin synthesis and improves in a dose-dependent manner the biomechanical
properties of the aging aortic wall. These findings clearly indicate that dill extract treatment
promotes cardiovascular function. From this perspective, dill extract could be considered as a
new anti-aging product for the cardiovascular system. These results suggest that the use of
chronic treatment with dill extract may be of interest in clinical trials aimed at preventing or
treating age-related vascular stiffness and its sequels. Isolation of the active compound(s)
present in DE will also be of importance in future studies.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1
Histology of the ascending aorta from untreated adult as well as untreated and dill extract-
treated aged mice. Cross-sections at higher-magnification with Weigert staining at low
magnification ; bar size=50 µm (A). Cross-sections at higher-magnification with Weigert
staining ; bar size: 23.6 µm (B). DE: Dill Extract. HES: Haematoxylin–Eosin–Safran staining.
Black arrows: elastic lamella disruptions. Red arrows: neo-synthesized elastic fibers. n=3 per
group.
Figure 2
Diameter-pressure curves and wall thickness of the ascending aorta of adult (untreated) as
well as aged mice, untreated and 5%DE- or 10%DE-treated. * General significant difference
between adult and aged-0% Dill groups (2-way ANOVA P≤0.05). & General significant
difference between 10%DE-treated aged mice and adult control mice (2-way ANOVA,
P≤0.05). $ General significant difference between 10%DE-treated aged mice and aged control
mice (2-way ANOVA, P≤0.05). Δ General significant difference between 5%DE-treated and
control aged mice (2-way ANOVA P≤0.05). n=4-7 per group.
Figure 3
Mechanical properties of the ascending aorta tissue of adult (untreated) as well as aged mice,
untreated and 5%DE- or 10%DE-treated. Aortic distensibility (A), circumferential stress (B)
stress-strain relation (C) and incremental elastic modulus (Einc) (D). * Significant difference
at a given pressure between adult and aged control groups (2-way ANOVA followed by LSD
test, P≤0.05). & Significant difference at a given pressure between 10%DE-treated mice and
adult control mice (2-way ANOVA followed by LSD test. P≤0.05). $ Significant difference at
a given pressure between 10%DE-treated mice and aged control mice (2-way ANOVA
followed by LSD test. P≤0.05). # Significant difference at a given pressure between 5%DE-
treated mice and adult control mice (2-way ANOVA followed by LSD test, P≤0.05). Δ
Significant difference at a given pressure between 5%DE-treated mice and aged control mice
(2-way ANOVA followed by LSD test, P≤0.05). n=4-7 per group.
Figure 4
Influence of dill extract treatment on the ascending aorta reactivity in response to vasoactive
agonists in adult (untreated) as well as aged mice, untreated and 5%DE- or 10%DE-treated.
Effect of the vasoconstrictor phenylephrine (10-5M) on the arterial inner diameter (A). Effect
of the vasodilator acetylcholine (10-5M) on the restoration of the diameter of the aorta pre-
constricted with 10-5M phenylephrine (B). & Significant difference between 10%DE-treated
mice and adult control mice (1-way ANOVA followed by LSD test. P≤0.05). $ Significant
difference between 10%DE-treated mice and aged control mice (1-way ANOVA followed by
LSD test. P≤0.05). n=4-7 per group.
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Table 1. Body weight (BW) and ratios of  total heart weight (HW/BW), left ventricle plus
septum weight (LV+S/BW) and right ventricle (RV/BW) to BW in untreated adult mice as
well as untreated and dill-treated (5% or 10% v/v) aged male mice.
Data are mean ± SEM. n=3-5 per group. * Significant difference with the adult (untreated)
mice (1-way ANOVA, followed by LSD P≤0.05). & Significant difference between dill-
treated and untreated aged mice (1-way ANOVA followed by LSD test, P≤0.05).
Table 2. Histomorphometric parameters of the ascending aorta wall.
Data are mean ± SEM. n=3 per group. * Significant difference with the adult (untreated) mice
(1-way ANOVA, followed by LSD P≤0.05). & Significant difference between dill-treated and
control aged mice (1-way ANOVA followed by LSD test, P≤0.05).
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ONLINE DETAILED METHODS
Surgical procedure and mechanical studies
Animals were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (60 mg/kg), and an
injection of heparin was performed in the saphenous vein. Segments of the abdominal aorta
were quickly excised and placed in physiological buffer (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.17 mM
MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 2.6 mM NaHCO3, 0.34 mM Na2HPO4, , 1.6 mM CaCl2-2H2O, 5.5
mM D-glucose, 0.025 mM EDTA, 10 mM HEPES; pH = 7.4). The vessels were cleaned of
adhering connective tissue and fat, then cannulated and mounted onto a pressure arteriograph,
as described previously (Faury et al., 1999). The experiments were performed at 37°C in an
organ bath filled with physiological buffer. Following a 30-minute equilibration period, the
vessel was trans-illuminated under an inverted microscope connected to a charged-coupled
device camera and to a computerized system allowing the continuous recording of the vessel
diameters. Recordings of vessel inner diameters (IDs) and outer diameters (ODs) were taken
while increasing the intravascular (transmural) pressure from 0 to 175 mmHg by steps of 25
mmHg (5 minutes per step). The inner diameter was directly measurable by transillumination
above 125mmHg, because of the thinning of the vessel wall due to increasing pressure-
induced dilatation, allowing a clear and contrasted image of the inner wall edge. At lower
pressures, as previously described, inner diameter can be accurately calculated through the
entire range of pressure tested, from the measured OD and a unique measurement of vessel
wall cross-sectional area (WCSA). As previously described (Faury et al., 1997), assuming that
WCSA is constant, the formula finally used to calculate ID was: IDx mmHg = (OD2x mmHg -
OD2175 mmHg + ID
2
175 mmHg)
Distensibility is defined as the change in relative volume (percentage) of the lumen per
pressure unit during a change in intravascular pressure, as described by Smith and Kampine,
(1990).
Distensibility (D), in percent, is: D = 100(V /VA)/P
VA is the luminal initial volume before a small change in pressure. V is the luminal volume
change (VA to VB) in response to a change in transmural pressure (from pressure A to B). The
luminal volume of a given constant length (L) of a vessel segment is L..ID2/4, so that :
D = 100([L  (IDB2 / 4)] / [L  IDA2 / 4] )/P
D = 100((IDB2) / IDA2)/P = 100[(IDB2 - IDA2) / IDA2]/P
Since the pressure change increment in our experiments was 25mmHg, we replaced, in the
following sections, the distensibility (% change in volume per 1mmHg) by the distensibility
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per 25mmHg increment (D25). In any pressure range, a 25mmHg pressure change between
pressure X mmHg and pressure X+25 mmHg leads to the following expression of D25.
D25 = 100(IDX+25
2 - IDX
2) / IDX
2
Because the pressure-change increment in our experiments was 25mmHg, distensibility is
expressed as the distensibility per 25mmHg increment (D25).
Circumferential midwall strain and circumferential wall stress were calculated according to
the formulas given by Gibbons and Shadwick, (1989) :
Circumferential mid-wall strain () :  = R / R0 = (R - R0) / R0
where R is the mid-wall radius (R = (OD+ID)/4) and R0 is the mid-wall radius at no
transmural pressure (0mmHg).
Circumferential wall stress () :  = P r / h
where P is the pressure (in kPa), r is the luminal radius (= ID/2) and h is the wall thickness.
1 kPa is assumed to be equal to 7.5006mmHg.
 represents the forces that are circumferentially applied on a each small portion (surface) of
the vessel wall, because of the intraluminal pressure-induced stretching of the vessel.
Incremental elastic modulus (Einc) : Einc = 0.75 (1+) /
Einc is a measure of the wall stiffness. 1 kPa is assumed to be equal to 7.5006mmHg.
Einc represents the arterial wall stiffness.
150
II-4 Bilan des articles 2 et 3
Le vieillissement vasculaire est un phénomène physiologique naturel qui peut être
accompagné de pathologies comme la rigidité artérielle, l’athérosclérose, l’hypertension
artérielle, l’anévrisme (Arribas et al., 2006 ; O'Rourke et Hashimoto, 2007). Les
modifications structurales des composants des artères élastiques liées au vieillissement se
traduisent par une altération des fonctions élastiques (lissage de flux sanguin) de ces artères
(Safar et O’Rourke, 2006). Les artères élastiques, en particulier l’aorte, deviennent plus
rigides et moins distensibles. La synthèse d’élastine mature, qui représente 90% de la
composition d’une fibre élastique, se limite à la vie fœtale et à la période néonatale (Uitto,
1979 ; Pezet et al., 2009). Ceci a pour conséquence que toute altération de l’élastine ou des
fibres élastiques subies après cette période est permanente. De ce fait, l’identification des
molécules capables de protéger l'élastine et/ou d’induire sa synthèse chez les animaux adultes
serait d'une importance majeure pour contrecarrer la rigidification des artères élastiques liée à
l’âge. Dans ce contexte, l’extrait d’aneth qui a déjà montré un effet stimulateur de l’enzyme
LOXL1  (Cenizo et al., 2006) et, par la suite, la stimulation de la réticulation des molécules
des TE nouvellement synthétisées et la formation d’élastine mature insoluble, pourrait être un
produit majeur pour lutter contre la rigidité vasculaire. L’article 2 est consacré à l’évaluation
de l’impact du traitement chronique (3 mois) par l’extrait d’aneth (5% v/v) sur la production
des protéines de la MEC dans l’artère carotide ainsi que la structure et la fonction de l’aorte
abdominale des souris adultes et âgées des deux sexes. Dans l’article 3, nous présentons les
résultats d’une étude comparative de l’effet du traitement par l’extrait d’aneth à 5% et à 10%
v/v sur la structure et la fonction de l’aorte ascendante chez les souris mâles âgées.
Nous avons montré que le traitement chronique par l’extrait d’aneth protège l’intégrité des
lames élastiques de l’aorte abdominale et ascendante, en baissant le nombre de ruptures de
plus de 20% chez les souris âgées. Ceci pourrait être du à la richesse de la plante d’aneth en
polyphénols (1250 mg/100g, Pérez-Jiménez et al.,  2010), en particulier, les flavonoïdes et les
tanins. Les polyphénols sont des antioxydants qui se trouvent abondamment dans les aliments
d’origine végétale et qui exercent, via cette action (antioxydant) des effets bénéfiques sur le
système cardiovasculaire (anti-athérogène, anti-thrombotique, anti-inflammatoire,….)
(Schroeter et al., 2006 ; Dell'Agli et al., 2004 ; Pérez-Vizcaíno et al., 2002 ; Ruf, 1999). A
coté de ces effets bénéfiques sur le système cardiovasculaire, les polyphénols réduisent d’une
façon concentration-dépendante l’activité des enzymes élastinolytiques de différentes familles
(métallo-protéinases, cystéine-protéinases et sérine-protéinases) (Thring et al., 2009 ; Jimenez
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et al., 2006). De plus, les polyphénols agissent en limitant la calcification vasculaire par
l’inhibition de l’enzyme phosphatase alcaline, enzyme responsable de l’induction de la
calcification (Negrăo et al, 2006).
Dans nos expériences in vitro, l’application de l’extrait d’aneth à une dose de 1% v/v sur des
CMLV en culture a fait doubler la quantité d’élastine produite. In vivo, le traitement
chronique par l’extrait d’aneth pendant 3 mois à une dose de 5% ou 10% v/v a induit la
production de fibres élastiques néo-synthétisées dans la média de l’aorte (ascendante ou
abdominale) dans tous les groups traités (adultes et âgés). De plus, ce traitement chronique à
la dose de 5% v/v a révélé une augmentation de la quantité de desmosine (élastine), surtout
chez les souris femelles. Le mécanisme par lequel l’extrait d’aneth stimule la synthèse
d’élastine pourrait être lié à son action stimulatrice sur l’enzyme LOXL. Avec l’âge, malgré
que la production d’ARNm de TE reste stable, l’élastogenèse chez les adultes devient quasi-
nulle (Ashcroft et al., 1997). Par conséquent, d’autres étapes dans l’assemblage des fibres
élastiques pourraient être affectées chez les adultes. En revanche, avec l’âge, le dosage
d’ARNm de LOX et LOXL, enzymes responsables de la réticulation de TE, révèle que leurs
taux sont significativement abaissés chez les adultes. Cenizo et al., (2006) ont montré que, le
traitement de fibroblastes cutanés par l’extrait d’aneth fait augmenter l’expression de
l’enzyme LOXL1 et le dépôt d’élastine sur des modèles de peau reconstruite (Cenizo et al.,
2006). De plus, dans une étude clinique réalisée sur 50 femmes saines âgées entre 43 et 56
ans, l’application de l’extrait d’aneth sur le visage améliore l’élasticité de la peau et montre
que les rides deviennent plus lisses (Sohm et al., 2011).
Au cours du vieillissement physiologique, la distensibilité artérielle diminue fortement et se
trouve corrélée avec des maladies cardiovasculaires telles que l'athérosclérose, l'infarctus du
myocarde et de l'hypertension artérielle. Nous avons montré que le traitement chronique par
l’extrait d’aneth améliore la distensibilité artérielle à la dose de 5% v/v pour l’aorte
abdominale et à la dose de 10% pour l’aorte ascendante. L’action protectrice de l’extrait
d’aneth sur les lames élastiques et/ou l’apparition des fibres élastiques néo-synthétisées
pourrait être à l’origine de l’évolution des propriétés biomécaniques des artères des souris
traitées.
Au niveau cardiaque, le traitement chronique par l’extrait d’aneth (5% ou 10% v/v) a réversé
l’hypertrophie liée à l’âge chez les souris mâles. Deux mécanismes pourraient être à l’origine
de cet effet : i) l’action de la quercétine -polyphénol existant en grande quantité dans l’aneth
(Moehle et al., 1985), qui inhibe l’hypertrophie cardiaque chez les rats mâles dans un modèle
d'hypertrophie induite par surcharge de pression (Han et al., 2009) et/ou ii) l’amélioration de
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la distensibilité artérielle qui entraîne une diminution du poids de ventricule gauche.
Curieusement, chez les souris femelles le traitement n’a induit aucun changement de la masse
cardiaque. Ceci pourrait être expliqué par la différence liée au sexe du mécanisme de
développement de l’hypertrophie cardiaque. Gürgen et al (2013) ont montré que l’activation
de mTOR chez les souris mâles induit une hypertrophie ventriculaire alors que l’activation de
mTOR chez les souris femelles protège le cœur. Selon Brüning (2012) le traitement in vitro
par la quercétine inhibe la signalisation de mTOR dans des cellules cancéreuses. Ainsi, la
quercétine de l’extrait d’aneth pourrait inhiber la signalisation de mTOR et par la suite une
réduction significative de la masse cardiaque seulement chez les souris mâles (Brüning,
2012).
Cette étude montre que le traitement chronique par l’extrait d’aneth maintien l’intégrité des
lames élastiques, ré-induit la production d’élastine et améliore les propriétés biomécaniques
de l’aorte des souris âgées. En outre, ce traitement renverse l’hypertrophie développée au
cours du vieillissement chez les souris mâles. En plus de son action anti-vieillissement sur la
peau, l’extrait d’aneth pourrait être considéré comme un nouveau produit anti-vieillissement
cardiovasculaire. D’autre part, ces résultats positifs sur la production d’élastine et
l’amélioration fonctionnelle des artères élastiques ouvrent des nouvelles perspectives pour
traiter les maladies liées à la déficience génétique en élastine (syndrome de Williams-
Beuren/sténose supravalvulaire aortique).
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Discussion
Dans la paroi artérielle, la matrice extracellulaire (MEC) synthétisée par les trois types
cellulaires majoritairement représentés (cellules endothéliales, CMLV et fibroblastes), confère
aux parois des vaisseaux une structure de soutien indispensable à leur intégrité et à leurs
propriétés fonctionnelles. Ceci est particulièrement important pour les propriétés d’élasticité,
apportée par les fibres élastiques, et de rigidité, apportée par les collagènes. La MEC est aussi
impliquée dans la régulation de processus de signalisation cellulaire et dans les contacts entre
cellules (molécules d’adhérence et systèmes de jonction cellule-cellule). Les fibres élastiques
sont des composants de la matrice extracellulaire qui sont présentes dans les organes
extensibles comme la peau (2 à 3% du poids sec), les poumons (3 à 7%), les ligaments
élastiques (50%) et les vaisseaux sanguins (30 à 50%, voire 70% au début de l’aorte
ascendante) (Vrhovski et Weiss, 1998). Les fibres élastiques sont principalement constituées
d’élastine (90%), elle-même entourée par des microfibrilles (10%) et plusieurs autres
molécules et enzymes associées telles que la fibuline-5, la lysyl-oxydase (LOX) et la lysyl-
oxydase-like (LOXL), qui jouent un rôle important dans le processus d’élastogenèse
(Hornebeck et Wallach, 2009 ; Pezet et al., 2008 ; Kielty et al., 2002). L’élastine est un
polymère de son précurseur soluble monomérique, la TE, et est synthétisée dans les vaisseaux
sanguins principalement par les CMLV à partir de la deuxième moitié de la gestation et se
poursuit jusqu’à la puberté (Mithieux et Weiss, 2006 ; Tamburro et al., 2005). Les fibres
élastiques jouent un rôle important dans les artères élastiques (aorte et ses principales
branches). Elles assurent une fonction d’amortissement et de lissage de la pression et du flux
sanguin, en transformant les éjections de sang discontinues générées par les contractions
cardiaques en débit continu au niveau des artères périphériques (effet Windkessel) (London et
Panier, 2010 ; Hashimoto et Ito, 2009). Les altérations des fibres élastiques ont des
conséquences graves sur la structure et le fonctionnement du système cardiovasculaire et
peuvent être la conséquence de mutations génétiques ou de processus dégénératifs survenant
au cours du vieillissement.
Le vieillissement est associé à des changements morphologiques dans toutes les tuniques de
l'arbre vasculaire. Chez l’Homme et chez les animaux, ces changements comprennent
l’élargissement de la lumière artérielle, l’épaississement de l’intima-média et le
dysfonctionnement des cellules endothéliales (Viachaslau et al., 2011). Cependant, la
principale modification structurale due au vieillissement artériel est la dégénération et la
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sclérose de la média (Sawabe, 2010 ; Lee et Oh, 2010). Avec l’âge, les fibres élastiques
médiales subissent des dégradations/fragmentations -par l’action des protéases, la
calcification, l’effet des AGE, … - qui sont favorisées par l’action mécanique délétère des
cycles répétés d’extension-rétraction de la paroi artérielle au cours des millions de cycles
cardiaques successifs encourus au cours de la vie, qui conduisent elles-aussi à des micro-
cassures de fibres élastiques (Hodis & Zamir, 2009 ; Najjar et al., 2005). De son côté, au
cours du vieillissement, les collagènes s’accumulent et deviennent plus rigides et plus
résistants aux enzymes protéolytiques suite à la formation des ponts moléculaires covalents et
stables avec les AGE (Sawabe, 2010 ; Levy, 2006).  Ainsi, avec l’âge, les lames élastiques
deviennent minces et peu abondantes, ce qui explique le transfert progressif des forces
s’appliquant normalement sur les fibres élastiques extensibles vers les fibres de collagène
rigides et, par voie de conséquence, la rigidification artérielle (O'Rourke et Hashimoto, 2007).
La rigidification artérielle se traduit sur le plan fonctionnel par une baisse de la distensibilité
artérielle et une amplification des ondes de pression réfléchies se propageant dans les parois
vasculaires. Ceci génère avec l’âge une diminution de la  PAD et une augmentation de la PAS
et de la pression pulsée (PP) (Hermeling et al., 2011 ; Lakatta, 2003 ; Lakatta et Levy, 2003).
Le vieillissement cardiovasculaire et ses complications pathologiques associées
(athérothrombose, hypertension systolique, insuffisance cardiaque et rénale, démences
vasculaires) représentent l’une des principales causes de perte d’autonomie, de morbidité et de
mortalité chez le sujet âgé (Joly et al., 2008), ainsi qu’un coût économique très important. De
nombreuses stratégies thérapeutiques cherchent à cibler les biomarqueurs ou les molécules
responsables des mécanismes moléculaires qui conduisent au vieillissement artériel comme
les agents dégradant les AGEs (AGE breakers), les anti-protéases et les antioxydants
(Wagenseil et Mecham, 2012).
L’élastine mature, constituant essentiel des fibres élastiques, est synthétisée par l’organisme
seulement pendant la grossesse jusqu’à l’âge de puberté. Ainsi, la stimulation de synthèse de
l’élastine -ou l’élastogenèse- constitue une cible majeure pour lutter contre la rigidification
artérielle liée à l’âge. Le but de ce projet de thèse est d’identifier une molécule -médicament
potentiel- ou un alicament qui améliore l’élasticité vasculaire, progressivement dégradée au
cours du vieillissement physiologique. Dans ce contexte, nous avons étudié l’effet d’un
traitement chronique (3 mois) des souris par deux produits: le minoxidil, un ouvreur des
canaux potassiques dépendants de l’ATP, et un extrait de graines d’aneth. Dans ce cadre, nous
avons évalué l’effet de ces produits sur i) les paramètres physiologiques généraux (pression
artérielle, masse corporelle et masse cardiaque) ii) la structure et le contenu biochimique de la
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paroi artérielle, et iii) les propriétés mécaniques et vasomotrices de l’aorte (ascendante et
abdominale). Nous avons aussi évalué l’efficacité de ces produits sur la synthèse d’élastine
par des CMLV de souris en culture. Nos études ont été réalisées sur des souris sauvages
C57Bl6 mâles et femelles de deux âges différents : 6 mois (souris adultes) et 24 mois (souris
âgées).
I- Le traitement par l’extrait d’aneth ou le minoxidil stimule la
synthèse des composants et l’assemblage des fibres élastiques
L’élastogenèse est un processus complexe qui fait intervenir de multiples étapes impliquant
des éléments régulant la synthèse, le transport, la coacervation et la réticulation de la TE,
précurseur soluble de l’élastine. Dans la plupart des tissus, la production d'élastine débute à
mi-gestation, atteint un pic après la naissance et pendant la période néonatale, puis diminue
jusqu’à la fin de l’adolescence, moment où la synthèse devient quasi-inexistante (Uitto et al.,
1991). Ce capital élastique accumulé "non renouvelable" diminue ensuite de façon
progressive à partir de l’âge adulte, avec une demi-vie d’environ 70 ans (Jacob, 2006).
Cependant, au cours de certains processus pathologiques associés à une forte dégradation de
l’élastine (hypertension et fibrose pulmonaire), une néo-synthèse de la protéine peut
rapidement se mettre en place (Davidson, 2002). Plusieurs inducteurs et inhibiteurs sont
impliqués dans la régulation de l’expression du gène de l’élastine au niveau transcriptionnel et
post-transcriptionnel. Par exemple, le TNF-α et le bFGF diminuent l'expression du gène de
l’élastine (Carreras et al., 2002 ; Rich et al., 1999 ; Kahari et al., 1992) alors que l’IGF-1
(Conn et al., 1996), l’IL-10 (Reitamo et al., 1994) et l’IL-1b (Mauviel et al., 1993) et les
glucocorticoïdes (Pierce et al., 1995) activent l’expression du gène. Au niveau post-
transcriptionnel, Le TGF-β1 est un activateur puissant de la synthèse de TE ; il agit en partie
en augmentant la stabilité de l’ARNm de la TE. Le TGF- β1 agit en diminuant la fixation sur
l’ARNm de protéines cytosoliques qui le déstabilisent (Zhang et Parks., 1999). D’autre part,
l’application de rétinol sur des fibroblastes dermiques humains en culture induit l’expression
du gène de l’élastine et la formation des fibres élastiques (Rossetti et al., 2011). En parallèle
des cytokines, facteurs de croissance ou autres molécules physiologiquement présentes dans
l’organisme qui régulent la production d’élastine et/ou des fibres élastiques, différentes
molécules exogènes ont aussi pu être testées pour leur action sur l’élastogenèse. Ces
molécules peuvent avoir pour origine des synthèses chimiques, comme le nicorandil, un
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ouvreur de canaux potassiques qui a été montré comme augmentant la proportion d’élastine et
le nombre de lames élastiques dans la paroi artérielle du rat adulte (Raveaud et al., 2009), ou
une provenance naturelle comme c’est le cas pour plusieurs extraits de plantes. Il a par
exemple été démontré que le traitement topique des peaux de souris et de porcs par un extrait
non-dénaturé de soja renforce le réseau de fibres élastiques et augmente leurs contenus en
desmosine (Zhao et al., 2009).
Il nous est apparu cependant important de tenter de concevoir de nouveaux traitements plus
efficaces ou moins drastiques que ceux testés dans les essais actuels et qui pourraient être
efficaces chez les individus fragilisés que sont les personnes ou les animaux âgés. Ceci nous a
conduit à entreprendre l’évaluation de l’efficacité du minoxidil et de l’extrait d’aneth.
I-1 Le traitement par l’extrait d’aneth
Dans une étude clinique, l’application de l’extrait d’aneth à 1% sous forme d’émulsion H/E
(émulsion composée d'une phase huileuse dispersée dans une phase aqueuse) a amélioré
significativement l’élasticité et la fermeté cutanée ainsi que le maintien de l’ovale de visage
(Shom et al., 2011). En outre, le traitement de fibroblastes cutanés par l’extrait d’aneth fait
augmenter l’expression de l’enzyme LOXL1 et le dépôt d’élastine sur des modèles de peau
reconstruite (Cenizo et al., 2006). LOX et surtout LOXL1, des enzymes dépendantes du
cuivre, assurent la réticulation des molécules de TE par l’oxydation des groupements aminés
des résidus lysine de la TE (Lucero et Kagan 2006). Sur le site de l’élastogenèse, LOXL1 se
trouve associée à la fibuline-5, qui joue un rôle de liaison entre la TE et la surface cellulaire
(par l'intermédiaire des récepteurs intégrines αvβ3, αvβ5 et α9β1), permettant ainsi l’ancrage
des fibres élastiques à la surface cellulaire et une organisation optimale de l’assemblage de
ces fibres dans les tissus (Jacob, 2003 ; Nakamura et al., 2002 ; Kietly et al., 2002c). Liu et al,
(2004) ont montré que l’invalidation du gène de LOXL1 n’est pas létale mais entraîne une
fragmentation des polymères d’élastine. Ainsi, LOXL1 joue un rôle dans l’homéostasie des
fibres élastiques (Liu et al., 2004). Bien que l’élastogenèse chez les adultes devienne quasi
nulle, la production d’ARNm de TE reste stable à tous les âges (Ashcroft et al., 1997), mais
leur stabilité diminue (Cenizo et al., 2006 ; Johnson et al., 1995). En revanche, avec l’âge le
taux d’ARNm de LOXL diminue fortement, participant ainsi au non-renouvellement des
fibres élastiques et à la perte d’élasticité des tissus élastiques (Cenizo et al., 2006).
Dans nos expériences in vitro, l’application de l’extrait d’aneth à une dose de 1% v/v sur des
CMLV en culture a fait doubler la quantité d’élastine. In vivo, bien que le nombre total des
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lames élastiques aortiques soit resté inchangé, le traitement chronique par l’extrait d’aneth
pendant 3 mois à une dose de 5% ou 10 % v/v a induit la production de fibres élastiques néo-
synthétisées dans la média de l’aorte (ascendante ou abdominale) dans tous les groupes traités
(adultes et âgés). Nous avons observé que l’orientation de nombreuses fibres néo-synthétisées
est plutôt radiale, reliant les différentes lames élastiques, mais il est aussi probable qu’une
partie des néo-fibres soit bien orientée (agglomérée avec les lames élastiques), ce qui est étayé
par le fait que les lames élastiques des souris traitées sont aussi plus consistantes, en
particulier chez les souris âgées. En outre, chez les souris femelles (effet général indépendant
de l’âge), le traitement chronique par l’extrait d’aneth à une dose de 5% v/v augmente
significativement la quantité de desmosine (qui reflète la quantité d'élastine) dans l’artère
carotide, alors que cette quantité augmente plus légèrement (p=0.06) chez les souris mâles.
Ces résultats montrent que l’extrait d’aneth est capable de ré-induire la synthèse d’élastine, de
permettre les processus d’assemblage des fibres élastiques nécessitant une intervention
coordonnée de différentes molécules et de renforcer la formation des fibres élastiques dans le
système vasculaire chez les souris adultes ou âgées. Dans l'avenir, il serait intéressant de
poursuivre l’investigation en tentant de déterminer quelle est (sont) la (les) molécule(s)
présente dans l’extrait d’aneth responsable(s) de l’activation de LOXL1, d’autres molécules
impliquées et/ou, au final, de l’élastogenèse.
I-2 Le traitement par le minoxidil
Le minoxidil est un médicament anti-hypertenseur qui appartient à la famille des ouvreurs des
canaux potassiques (Yamasaki et al, 2005), en particulier dépendants de l’ATP (canaux KATP).
Le minoxidil est aussi présenté comme un remède efficace pour lutter contre la chute des
cheveux (Tanglertsampan, 2012). Outre ses indications thérapeutiques mentionnées ci-dessus,
le minoxidil a fait l’objet de plusieurs études concernant la synthèse d’élastine. Hayashi et al.,
(1994) ont montré que le traitement in vitro des CMLV par le minoxidil augmente
l’expression de la TE d’une façon dose-dépendante et temps-dépendante. L’expression de TE
est maximale avec une dose de 1 mM de minoxidil après 48 h de traitement. Une autre étude
in vitro montre que le minoxidil stimule la synthèse d’élastine dans les cellules des
fibroblastes cutanées en culture (Tajima et al, 1997). De plus, chez le rat spontanément
hypertendu (SHR), le traitement chronique par le minoxidil (120 mg/l dans l’eau de boisson
pendant 10 semaines) augmente le contenu en élastine dans l’aorte abdominale, l’artère
mésentérique et les artères rénales (Tsoporis et al, 1998). Cette augmentation pourrait être due
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à l’inhibition significative de l’activité des élastases tissulaires par le minoxidil. En plus du
minoxidil, le traitement chronique de rats de différents âges (2, 12 et 24 mois) par un autre
ouvreur des canaux potassiques, le nicorandil, provoque une augmentation de la proportion
d’élastine et du nombre des lames élastiques dans la paroi de l’aorte (Raveaud et al, 2009).
Dans nos travaux, le traitement chronique (3 mois) de souris par le minoxidil (120 mg/l) a
révélé que le traitement par le minoxidil peut faire augmenter le contenu en desmosine dans
les parois artérielles (femelles). Surtout, des fibres élastiques étaient aussi néo-synthétisées
dans la média de l’aorte abdominale chez les souris âgées des deux sexes. Cela montre que le
minoxidil non seulement induit une augmentation de la production d'élastine, mais aussi
déclenche les processus multimoléculaires complexes qui sont nécessaires pour l'assemblage
de fibres élastiques matures.
Le mécanisme par lequel le minoxidil stimule la synthèse d’élastine pourrait impliquer son
action sur les canaux potassiques par la voie Ca2+-ERK-dépendante. En effet, le minoxidil
entraîne l’hyperpolarisation des CMLV, ce qui induit une fermeture des canaux calciques
voltage-dépendants et par la suite une réduction du taux de calcium intracellulaire (Nelson et
Brayden, 1993). Une étude récente réalisée par le groupe de Dr. Jacob a montré que le
traitement des CMLV par l’agent A23187, un ionophore induisant un influx de calcium et une
élévation de la concentration de calcium libre intracellulaire, induit une phosphorylation
rapide de ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases), suivie d'une augmentation de
l'expression des facteur de transcription AP-1, puis une diminution de l’ARNm de la TE.
Dans cette même étude, les auteurs ont montré que le traitement chronique (10 semaines) de
rats Brown-Norway (BN) par l’U0126, un inhibiteur de phosphorylation de l’ERK1/2,
augmente le contenu aortique en élastine (Lannoy et al., 2013). Ces résultats pourraient donc
suggérer que, à l’inverse, la baisse du taux de calcium intracellulaire induite dans les CMLV
par le minoxidil pourrait conduire à une augmentation de la synthèse des ARNm de TE.
II- Le traitement par l’extrait d’aneth ou le minoxidil maintient
l’intégrité des lames élastiques
Chez les adultes, la faible vitesse de renouvellement des protéines de la matrice extracellulaire
expose les lames élastiques à la dégradation par des mécanismes enzymatiques, chimiques et
biophysiques (Sherratt, 2009). Au cours du vieillissement physiologique, l'équilibre entre les
protéases et leurs inhibiteurs est perdu et la proportion de protéases augmente par l’effet de
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l'induction de l'expression du gène MMP, l'activation des zymogènes ou la sécrétion
d'enzymes par les cellules inflammatoires (Sherratt, 2009, Sundström et al., 2004a,b). Huit
MMP ont été montrées comme capables de dégrader les protéines de fibres élastiques in vitro:
l'élastine insoluble est dégradée en fragments solubles par les MMP-2, -7, -9, -10, -12 et -14
(Taddese et al. 2008 ; Chakraborti et al. 2003), tandis que les microfibrilles sont catabolisées
par MMP-2,-3,-9,-12 and -13 (Tsuruga et al. 2007 ; Ashworth et al. 1999). La paroi artérielle
peut être également rigidifiée par une calcification progressive des lames élastiques. La
présence de dépôts de calcium dans la média des grandes artères augmente significativement
avec l'âge et il existe une forte corrélation entre la teneur en calcium aortique et la rigidité
artérielle chez les humains (London et al., 2008, Robert et al., 2008). In vitro, l’incubation des
CMLV avec des concentrations élevées de Ca et de P entraîne la transformation phénotypique
des CMLV vers un phénotype ostéoblastique (donneur des protéines osseuses) et le dépôt des
bio-apatites (composants minéraux des os) sur la MEC environnante (Shao et al., 2006). Dans
un modèle animal de calcification, l'accumulation de calcium sur les lames élastiques a été
accompagnée par une augmentation concomitante de la vitesse de l’onde de pouls (VOP)
(Dao et al., 2009). Avec l’âge, la formation des liaisons de pontages moléculaires entre les
protéines de la MEC et les molécules d’AGE participe aussi à la rigidification de ces
protéines, surtout des collagènes (Susic, 2007 ; Zieman et Kass, 2004). Outre ces mécanismes,
les fibres élastiques peuvent également être dégradées par l’accumulation de lipides, la
racémisation de l’acide aspartique, le stress oxydatif et la fatigue mécanique (Sherratt, 2009).
Les principales stratégies thérapeutiques actuelles de protection de la fonction artérielle visent
à cibler les protéases, la calcification vasculaire et la glycation des protéines de la MEC. Dans
un modèle murin de syndrome de Marfan, le traitement à long terme par la doxycycline, un
antibiotique de la famille de tétracycline, maintient l’intégrité des lames élastiques en inhibant
les MMP-2 et -9 (Chung et al., 2008). En outre, dans un modèle animal de calcification, le
traitement par des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine diminue la
calcification médiale et réduit la rigidité artérielle. De plus, il a aussi été montré qu’un
traitement par les AGE-breakers (alagebrium, aminoguanidine) baisse la rigidité des fibres
élastiques et des collagènes en inhibant les liaisons entre ces protéines et les AGE (Freidja et
al., 2012, Krautwald et al., 2011, Wautier JL, 1998).
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II-1 Le traitement par l’extrait d’aneth
Nous avons montré que le traitement chronique par l’extrait d’aneth maintient l’intégrité des
fibres élastiques de l’aorte chez les souris âgées (mâles et femelles). Cette action pourrait être
due à la composition de la plante d’aneth riche en polyphénols (1250 mg/100g) (Pérez-
Jiménez et al., 2010).
Le criblage des graines d’aneth montre la présence de plusieurs composés phytochimiques
tels que les glycosides cardiaques, les terpènes, les saponines, les anthraquinones, les tanins et
les flavonoïdes. En particulier, les tanins sont des polymères d'unités flavonoïdes appartenant
à la famille des polyphénols (Jana et Shekhawat, 2010, 2010a, Lisiewska et al., 2006,
Beecher, 2003).
Les polyphénols sont de puissants antioxydants d’origine naturelle qui sont connus pour leurs
rôles protecteurs contre les maladies du système cardiovasculaire, les cancers, l’ostéoporose,
les maladies neurodégénératives et le diabète (Pandey et Rizvi, 2009). Au niveau du système
cardiovasculaire, les polyphénols ont des effets vasodilatateurs, anti-thrombotiques, anti-
inflammatoires, anti-apoptotiques, hypolipémiants et anti-athérogènes (Quiñones et al., 2013).
L’action protectrice des polyphénols s’exerce au niveau de tous les mécanismes moléculaires
aboutissant à la destruction des fibres élastiques et à la rigidité artérielle. Parmi les actions les
plus importantes, les polyphénols sont capables d’inhiber l’activité de toutes les familles des
enzymes de type élastase. Jimenez et al., (2006) ont montré que le traitement des fibroblastes
dermiques en culture par l’acide tannique, qui appartient à la famille des tanins, améliore la
biostabilité de la TE et le dépôt de l’élastine néo-synthétisée. Ces auteurs ont aussi montré que
les molécules d’élastine des fibroblastes dermiques se lient avec l’acide tannique, ce qui
empêche leur dégradation par les enzymes élastolytiques appartenant aux familles des sérine-
protéases, cystéine-protéinases et métalloprotéases. Kanashiro et al., (2007) ont montré que la
quercétine, un flavonoïde présent en grande quantité dans la plante d’aneth (Moehle et al.,
1985, http://www.phenol-explorer.eu) possède un fort effet inhibiteur sur l’élastase des
neutrophiles (Kanashiro et al., 2007). Une autre étude montre que les extraits des plantes
riches en polyphénols peuvent inhiber d’une façon dépendante de la dose l’activité des
élastases (Thring et al., 2009). Les polyphénols agissent aussi en inhibant la glycation des
protéines (Harris et al., 2011 ; Wu et Yen, 2007). Harris et al., (2011) ont étudié l’effet
inhibiteur de quelques extraits de plantes sur la formation des AGE in vitro. Ils ont trouvé que
l’activité anti-glycation était positivement corrélée avec le contenu phénolique dans l’extrait
de plante. Une étude dans le même axe menée par Wu et Yen (2005) montre que les
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flavonoïdes possèdent des effets anti-glycation des protéines plus puissants que l’effet de
l’aminoguanidine, un médicament à effet anti-glycation utilisé pour la prévention des
complications vasculaires du diabète. En outre, les polyphénols pourraient également réverser
la calcification des fibres élastiques liée à l'âge, puisqu’il a été montré que les polyphénols
inhibent l'activité de la phosphatase alcaline, une enzyme impliquée dans les processus de
calcification vasculaire (Nigrăo et al, 2006).
Pour confirmer ces hypothèses chez les souris traitées chroniquement par l’extrait d’aneth, il
serait intéressant, dans de futures expériences, d’évaluer l’activité des élastases, de doser les
molécules d’AGE, ainsi que le taux de calcium aortique chez les animaux traités, afin de
cerner plus précisément le (les) mécanisme(s) responsable(s) de l’effet d’aneth sur les lames
élastiques.
II-2 Le traitement par le minoxidil
Nos résultats montrent que le traitement chronique par le minoxidil protège les fibres
élastiques contre les altérations survenues au cours du vieillissement physiologique. Le
traitement par minoxidil fait baisser le pourcentage de rupture de 25% ou 30% chez les souris
âgées mâles ou femelles, respectivement. Cette amélioration de l’intégrité des lames
élastiques pourrait au moins en partie être due à l’action du minoxidil sur les molécules AGE
et/ou sur les élastases. Des données in vitro ont montré que le minoxidil a diminué
considérablement (20%) la capacité de l'élastine à former des réticulations délétères
(crosslinking) avec les molécules des AGE, en présence du glucose (Coquand-Gandit, 2010).
Outre leurs actions directes sur la rigidité des fibres élastiques, les AGE peuvent induire des
lésions au niveau du système vasculaire à travers un autre mécanisme. La liaison AGE-RAGE
(récepteur des AGE) peut induire des réactions inflammatoires, la libération de facteurs de
croissance et cytokines et l'augmentation du stress oxydatif intercellulaire. Ainsi, une
perturbation de l’homéostasie des fibres élastiques et une augmentation de l’expression des
MMP (Sherratt, 2009 ; Ramasamy et al., 2005). Outre son action sur les AGEs, le traitement
chronique par le minoxidil chez des rats SHR baisse significativement l’activité des élastases
(Tsoporis et al. 1998). Dans des futures expériences, il serait intéressant d’évaluer l’activité
des élastases, de doser les AGEs et éventuellement d’autres biomarqueurs du vieillissement
vasculaire (calcification et dépôts lipidiques sur les lames élastiques, …) chez les souris
traitées in vivo par le minoxidil pour confirmer les hypothèses proposées.
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III- Effets des traitements chroniques par l’extrait d’aneth ou le
minoxidil sur les propriétés mécaniques et la motricité de l’aorte
Les artères élastiques sont des structures composites dont les parois contiennent des fibres
élastiques et des fibres de collagène aux propriétés opposées procurant à ces vaisseaux des
propriétés mécaniques non-linéaires, les artères devenant plus rigides au fur et à mesure
qu’elles se distendent (Faury, 2001). Le rôle hydraulique essentiel des artères de gros calibre
est lié à leur élasticité et aux propriétés d’amortissement qui en découlent. Au cours du
vieillissement physiologique, ce sont surtout les modifications des constituants de la paroi
artérielle qui changent les propriétés mécaniques et provoquent l’altération de la fonction
d’amortissement des artères (Safar, 2002). Avec l’âge, les lames élastiques apparaissent
fragmentées et discontinues et une partie croissante de la charge mécanique est transférée sur
les fibres de collagène -1000 fois plus rigides que les fibres élastiques- induisant une
rigidification artérielle. La rigidité artérielle est considérée comme un facteur de risque des
maladies cardiovasculaires et elle est associée à l'hypertension artérielle, le diabète,
l'hyperlipidémie, l'athérosclérose et l'insuffisance cardiaque (Hodis et Zamir, 2009). Le
vieillissement vasculaire touche particulièrement les grosses artères élastiques et
s’accompagne d’un certain nombre d’évènements. Parmi ceux-ci, observés antérieurement par
d’autres équipes et au cours de nos expériences, on compte, la fragmentation des lames
élastiques, l’élargissement de la lumière artérielle, la baisse de la distensibilité (surtout chez
les souris mâles), l’épaississement et l’accumulation de la matrice extracellulaire (dans nos
résultats, en particulier les collagènes chez les souris femelles) dans la paroi des artères
(Greenwald 2007 ; Camilleri, 1992).
III-1 Le traitement par l’extrait d’aneth
La fragmentation des lames élastiques est à l’origine de l’accroissement du diamètre artériel
qui survient au cours du vieillissement physiologique (Greenwald 2007 ; Camilleri, 1992).
Chez nos souris âgées mâles et femelles, nous avons observé une amélioration de la qualité
des lames élastiques (lames plus consistantes et moins fragmentées) dans l’aorte abdominale
ou ascendante après un traitement chronique par l’extrait d’aneth à une dose de 5% ou 10%
(v/v). Cette amélioration de l’intégrité des lames élastiques pourrait être à l’origine de la
baisse du diamètre artériel observé chez ces souris. Curieusement, chez les souris mâles
traitées à la dose de 5% d’extraits d’aneth et malgré l’amélioration de la qualité des lames
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élastiques, le calibre artériel de l’aorte abdominale augmente, indiquant que d’autres facteurs
interviennent aussi, en particulier l’âge (Dodgue et al., 1992).
A l’exception des aortes ascendantes des souris âgées traitées à 5%, nous avons observé un
épaississement de la paroi artérielle des souris âgées traitées par l’extrait d’aneth à 5% (aorte
abdominale) ou à 10% (aorte ascendante). Ceci pourrait être dû à la stimulation de la
production et à l’accumulation des protéines de la MEC et/ou à l’hypertrophie des CMLV
dans la paroi de ces vaisseaux (Pezet et al., 2008). Chez ces même souris, nous avons aussi
observé une amélioration de la distensibilité de l’aorte (abdominale ou ascendante), une
augmentation de la quantité de desmosine dans la paroi artérielle (seulement chez les souris
traitées à la dose de 5%), et un décalage vers la droite des courbes stress-strain, indiquant
ainsi que, pour un même niveau d’étirement (strain), le stress des parois artérielles est plus bas
que dans les vaisseaux des souris âgées contrôles. L’évolution des propriétés biomécaniques
de l’aorte des souris traitées pourrait être expliquée par l’amélioration de la qualité des lames
élastiques et/ou par les fibres élastiques néo-synthétisées (Kielty et al., 2007).
Dans les expériences ultérieures, il serait intéressant d'étudier de manière plus approfondie la
morphologie des CMLV, dont l’accroissement de taille chez les animaux pourrait aussi être à
l’origine de l’épaississement de la paroi aortique (Campbell et al. 1991). De plus, il serait
intéressant de doser les protéines de la MEC des souris traitées à la dose de 10% v/v pour
confirmer leur contribution à l’évolution des propriétés biomécaniques chez ces souris.
Enfin, le traitement par l’extrait d’aneth à 10% a baissé la vasomotricité de l’aorte ascendante
en réponse à la phényléphrine, alors que le traitement par l’extrait d’aneth à 5% n’a pas altéré
cette réponse dans l’aorte (ascendante et abdominale). Nos résultats sont conformes à une
étude antérieure qui a montré que l’endothéline-1, un puissant vasoconstricteur, augmente la
réponse vasoconstrictrice à la phényléphrine, et que l’application de quercétine (1 µM) sur des
anneaux d’aorte traités par l’endothéline-1 baisse la réponse vasoconstrictrice à la
phényléphrine (Romero et al., 2008).
III-2 Le traitement par le minoxidil
Chez les souris traitées par le minoxidil, nous avons observé une augmentation du calibre
artériel et de l’épaisseur de la paroi de l’aorte abdominale. L’administration chronique du
minoxidil entraîne un état de vasodilatation contenu (ouvreur des canaux potassiques) et par la
suite une augmentation du calibre artériel (Xue et al., 2005 ; Tsoporis et al., 1991). Au cours
du vieillissement normal, la dilatation aortique est compensée par un épaississement de la
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paroi pour limiter le stress appliqué selon la loi de Laplace (stress = Pression x rayon /
épaisseur) (Pezet et al., 2008). Chez les mêmes souris, la distensibilité augmente
significativement et le module incrémental d’élasticité (Einc, qui reflète la rigidité des
vaisseaux) baisse significativement surtout chez les souris femelles. Les actions inhibitrices
du minoxidil sur la formation des molécules d’AGE et sur l’activité des élastases sont à
l’origine du maintien de l’intégrité des lames élastiques et par la suite de l’amélioration de la
distensibilité et de la baisse de l’Einc (Kielty et al., 2007). Chez les souris traitées par le
minoxidil, la baisse de la pression pulsée, index de la rigidité artérielle, pourrait aussi
contribuer à l’augmentation de la distensibilité et la baisse de la rigidité observées chez ces
souris (Stefanadis et al., 1997).
Le traitement chronique par le minoxidil a diminué significativement la réponse vasomotrice
de l’aorte abdominale à la phényléphrine. Ceci pourrait être dû à la désensibilisation des
récepteurs adrénergiques après un long traitement par le minoxidil (3 mois) puisqu’un des
effets secondaires du minoxidil est l’activation reflexe du système adrénergique (Lina et Nies,
1981), ce qui entraîne une stimulation chronique des récepteurs adrénergiques provoquant
ainsi leur désensibilisation (Bouvier et al., 1995).
D’autre part, il est important de noter que l’impact du traitement par l’extrait d’aneth à 5% ou
par le minoxidil était plus marqué chez les souris femelles que les mâles. Ceci est
particulièrement affirmé pour, en particulier, l’augmentation significative de la quantité de
protéines (desmosine et hydroxyproline) et l’augmentation de la distensibilité à toute la
gamme de pression. Plusieurs facteurs pourraient expliquer ces différences, tels que la
différence d’hormones sexuelles –les estrogènes- (Novella et al, 2012 ; Astrand et al., 2011 ;
Fischer et Swain, 1980) et la différence en isoformes des collagènes entre les deux sexes
(Astrand et al., 2011, Qiu et al., 2007). En effet, les estrogènes sont considérés comme un
facteur protecteur de l’endothélium. Ils augmentent l’expression endothelial de l’eNOS (nitric
oxide synthase) et la production de NO, et modulent la  libération de prostacycline et de
tromboxane A2 (Novella et al, 2012). De plus, les hormones sexuelles femelles (estradiol et
progesterone) diminuent le rapport collagène/élastine (index de rigidité artérielle) (Fischer et
Swain, 1980). En revanche, l’hormone sexuelle mâle, la testostérone, augmente l’activité de
MMP-3 dans la paroi artérielle, favorisant ainsi l’élastolyse. En outre Qui et al. (2007) ont
montré que, seulement chez les singes males âgées, il y existe une diminution du taux de
collagène type 3 (isoforme qui favorise l’élasticité) et une augmentation de collagène type 8
(favorise la migration intimal des CMLV) (Qui et al., 2007). Ainsi, nous confirmons que les
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animaux des deux sexes devraient être étudiés séparément lors de l'analyse des effets liés à
l'âge sur les propriétés biomécaniques de l'aorte (Astrand et al., 2011).
IV- Impact du traitement par l’extrait d’aneth ou le minoxidil sur
le cœur de souris
Le vieillissement physiologique est associé à une augmentation de la masse cardiaque et de
l’épaisseur pariétale du ventricule gauche (hypertrophie cardiaque et ventriculaire).
L'hypertrophie cardiaque est souvent associée à des maladies telles que la cardiopathie
ischémique, l'hypertension et l'insuffisance cardiaque, et est considérée comme un important
facteur de risque de morbidité et de mortalité cardiaque (Finckenberg et al., 2011). Le cœur
hypertrophié subit des changements morphologiques comprenant une hypertrophie des
cardiomyocytes et un dépôt de matrice extracellulaire (collagènes) menant à la fibrose
(Monceau et al, 2006). La plupart des stratégies thérapeutiques tentent de différer ou même
d’inverser le remodelage délétère du myocarde. Les principaux médicaments utilisés à cette
fin sont les inhibiteurs du système Rénine-Angiotensine-Aldostérone, les bêta-bloquants et les
inhibiteurs calciques (Katholi et al., 2011). L’hypertrophie cardiaque est associée à la rigidité
artérielle (Nitta et al., 2004). De ce fait, l’amélioration de la qualité des fibres élastiques et de
la distensibilité artérielle après le traitement chronique par minoxidil ou l’extrait d’aneth
pourrait avoir un impact positif sur l’hypertrophie cardiaque.
IV-1 Traitement par l’extrait d’aneth
Nous avons montré que le traitement chronique par l’extrait d’aneth à 5% ou à 10% (v/v) a
baissé significativement la masse cardiaque totale et la masse du ventricule gauche seulement
chez les souris mâles âgées. Curieusement, chez les souris femelles le traitement n’a induit
aucun changement de la masse cardiaque. Le mécanisme possible de la régression de la masse
cardiaque chez les males pourrait être lié aux composés phénoliques présents dans les graines
d'aneth. En effet, il a été montré que le traitement chronique par la quercétine -polyphénol
existant en grande quantité dans l’aneth (Moehle et al., 1985)- prévient l’hypertrophie
cardiaque induite par surcharge de pression chez les rats mâles (Han et al., 2009). L’effet
différent du traitement entre les deux sexes pourrait être dû à la différence du  mode de
développement de l’hypertrophie cardiaque entre les souris mâles et femelles. En effet, des
travaux antérieurs ont montré que l’hormone sexuelle mâle, la testostérone, induit une
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hypertrophie des cardiomyocytes via la stimulation de mTOR (mammalian target of
rapamycin), un régulateur puissant de la croissance cellulaire. Le mTOR agit d’une façon
différente entre les souris mâles et femelles (Gürgen et al., 2013 ; Altamirano et al., 2009). De
plus, l’activation de mTOR chez les souris mâles induit une hypertrophie ventriculaire, alors
que l’activation de mTOR chez les souris femelles protège le cœur (Gürgen et al., 2013).
Selon Brüning, (2012) le traitement in vitro par la quercétine inhibe la signalisation de mTOR
dans des cellules cancéreuses. Ainsi, la quercétine de l’extrait d’aneth pourrait inhiber la
signalisation de mTOR et par la suite une réduction significative de la masse cardiaque
seulement chez les souris mâles.
IV-2 Traitement par le minoxidil
Dans nos expériences, le traitement chronique par le minoxidil a induit une hypertrophie des
deux cavités cardiaques chez les souris mâles et femelles. Nos résultats sont conformes à deux
études réalisées antérieurement qui ont montré que le traitement chronique par minoxidil (120
mg/l ou 200 mg/l) entraîne une hypertrophie du ventricule gauche chez le cobaye (Van der
Velden et al, 1999) et le rat (Leenen et Yuan, 2001). Le mécanisme par lequel le minoxidil
induit une hypertrophie cardiaque pourrait être lié à sa capacité de provoquer une activation
réflexe du système sympathique et du système rénine-angiotensine (Ruzicka et Leenen, 1993).
L'angiotensine II, en stimulant les récepteurs de type AT1, favorise la croissance des
cardiomyocytes et, par conséquent, une hypertrophie cardiaque (Schuijt et Danser, 2002 ;
Ritchie et al., 1998).
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Conclusion et perspectives
Les fibres élastiques, constituées principalement d’élastine (90%), sont responsables des
propriétés élastiques des vaisseaux et des tissus extensibles. La TE, précurseur d’élastine, est
synthétisée principalement par les CMLV à partir de la deuxième moitié de la gestation et se
poursuit jusqu’à la puberté. Au cours du vieillissement physiologique, le capital élastique
"non renouvelable" subit des fragmentations et des ruptures/dégradations -par l’action des
protéases, la calcification, l’effet des AGE, le stress oxydatif, … - qui sont favorisées par
l’action délétère des cycles répétés d’extension-rétraction de la paroi artérielle au cours des
millions de cycles cardiaques successifs (Hodis & Zamir, 2009 ; Najjar et al., 2005). Ainsi, les
lames élastiques deviennent minces, fragmentées et peu abondantes, ce qui explique le
transfert des forces des fibres élastiques extensibles vers les fibres de collagène rigide et donc,
une rigidité artérielle (O'Rourke et Hashimoto, 2007). La rigidité artérielle se traduit sur le
plan fonctionnel par une baisse de la distensibilité artérielle et une amplification des ondes de
pression réfléchies, entraînant une diminution de la  PAD et une augmentation de la PAS et de
la pression pulsée (PP). Le vieillissement artériel et ses complications (athérothrombose,
hypertension systolique, insuffisance cardiaque et rénale, démences vasculaires) représentent
l’une des principales causes de perte d’autonomie, de morbidité et de mortalité chez le sujet
âgé.
Avec l’objectif d’identifier des molécules ou composés améliorant la fonction artérielle des
animaux âgés, nous avons testé les effets du minoxidil et des extraits d’aneth administrés
chroniquement à des souris. Nous avons montré que le traitement chronique par l’extrait
aqueux des graines d’aneth à deux doses différentes (5% ou 10% v/v) maintient l’intégrité des
lames élastiques dans l’aorte (abdominale et ascendante) des souris sauvages âgées de deux
sexes. Cet effet du traitement pourrait être dû à la composition de l’extrait d’aneth riche en
composés phénoliques. De plus, dans nos souris traitées de tous âges, nous avons remarqué
l’apparition de fibres élastiques néo-synthétisées dans la média aortique. Ce phénomène
pourrait être expliqué –au moins en partie- par l’effet stimulateur de l’extrait d’aneth sur
l’enzyme LOXL, responsable de la réticulation des molécules de TE (Cenizo et al., 2006). Le
dosage des protéines de la MEC a mis en évidence une augmentation de la quantité de
desmosine (élastine) dans la paroi artérielle, surtout chez les souris femelles. Le maintien de
la structure des fibres élastiques, l’apparition des nouvelles fibres élastiques observées après
le traitement ainsi que l’augmentation de la quantité de desmosine dans les parois artérielles
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induisent une amélioration des propriétés mécaniques de l’aorte, en particulier
l’augmentation de la distensibilité et la baisse du stress appliqué aux parois de l’aorte
abdominale (effet plus marqué chez les souris femelles) et de l’aorte ascendante (seulement
pour la dose de 10%).
L’action protectrice de l’extrait d’aneth sur les lames élastiques pourrait expliquer par
l’inhibition d’un ou de plusieurs mécanismes délétères responsablent de la dégradation des
lames élastiques avec l’âge, en particulier la dérégulation de la balance élastases/inhibiteurs,
la calcification aortique, la glycation des protéines ainsi que l’accumulation des dommages
oxydatifs. Dans des nouvelles expériences et pour confirmer nos hypothèses, il serait
intéressant d’évaluer l’impact du traitement chronique sur les enzymes élastolytiques, les
molécules d’AGE ainsi que sur le dosage de calcium aortique. De plus, il serait d’un grand
intérêt d’identifier et d’isoler la ou les molécule(s) responsable(s) de la stimulation de
l’activité de LOXL pour le développement ultérieur d’un médicament à visée anti-
vieillissement du système cardiovasculaire.
En parallèle du traitement par l’extrait d’aneth, nous avons aussi évalué les effets d’un
traitement chronique par minoxidil sur la synthèse d’élastine. Nous avons observé que le
minoxidil maintient l’intégrité des lames élastiques de l’aorte abdominale chez les animaux
des deux sexes. Le minoxidil -via son action inhibitrice sur la formation des molécules d’AGE
et sur l’activité des élastases- pourrait protéger les lames élastiques. D’autre part, chez les
souris âgées traitées par minoxidil, des fibres élastiques ont été néo-synthétisées dans la média
de l’aorte abdominale. En effet, le minoxidil par son action sur les canaux K+ induit une
baisse de la concentration intracellulaire du Ca2+ ce qui pourrait favoriser l’expression de
l’ARNm de l’élastine (Lannoy et al., 2013). De plus, chez les souris femelles, le traitement
chronique par minoxidil induit une augmentation de la quantité de desmosine et par la suite
une amélioration légère du rapport élastine/collagène, un indicateur de l’élasticité. Le
maintien de la structure des fibres élastiques, l’apparition des nouvelles fibres élastiques
observées après le traitement ainsi que l’augmentation de la quantité de desmosine dans les
parois artérielles (souris femelles) induisent une amélioration des propriétés mécaniques de
l’aorte abdominale (surtout chez les souris femelles).
Après le traitement chronique par l’extrait d’aneth ou par le minoxidil, nous avons remarqué
que certaines des fibres élastiques néo-synthétisées ont des orientations non-standard (plutôt
radiale). La prochaine étape sera de trouver un moyen d’assembler plus correctement ces néo-
fibres, éventuellement par la manipulation d'un ou de plusieurs principaux contributeurs au
mécanisme d'élastogenèse (LOX, LOXL, fibulin-5, microfibrilles,…).
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Parce que les fibres élastiques sont un déterminant majeur des propriétés mécaniques des
grandes artères, les traitements qui ciblent en même temps l’assemblage, la dégradation et
l’élasticité des fibres élastiques seront d’une grande valeur pour le traitement de la rigidité
artérielle. De ce fait, le traitement combiné de l’extrait d’aneth et de minoxidil pourrait avoir
une action synergique puisque le minoxidil agit surtout au niveau de la synthèse d’élastine et
l’extrait d’aneth au niveau de la réticulation des molécules de TE nouvellement synthétisées.
Donc, il serait intéressant dans des futures expériences d’évaluer l’impact du traitement
chronique combiné (minoxidil dissout dans l’extrait aqueux d’aneth) sur la production
d’élastine ainsi que sur le fonctionnement des artères élastiques.
Nos résultats montrent que le traitement chronique par l’extrait d’aneth ou par le minoxidil
réverse certains des effets néfastes du vieillissement artériel, ce qui permet de valider leurs
effets pharmacologiques anti-âge au niveau du système cardiovasculaire. L’extrait d’aneth et
le minoxidil peuvent donc maintenant être considérés comme des produits à potentialité anti-
vieillissement pour le système cardiovasculaire et, éventuellement, les autres tissus riches en
élastine.
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Annexes
Au cours de ma thèse, j’ai eu l’opportunité :
1- de participer à l’écriture d’une revue sur  les rôles de l’élastine et des microfibrilles
dans le développement et le vieillissement, qui a été publiée dans la revue Biologie
Aujourd’hui et dont je suis premier auteur (annexe 1),
206
2- et de participer à une recherche sur l’effet protecteur de l’atorvastatine sur les effets
délétères de l’hypoxie intermittente sur le système cardiovasculaire, qui a été publiée
dans la revue Experimental Biology and Medicine et dont je suis deuxième auteur
(annexe 2).
I- Annexe 1 – article Biol. Aujourd’hui – W. Fhayli et al.
Fhayli W, Ghandour Z, Mariko B, Pezet M, Faury G. [Elastin and microfibrils in vascular
development and ageing: complementary or opposite roles?]. Biol Aujourdhui. 2012;206
(2):87-102.
